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1.  Lista de ABREVIATURAS 
 
Aβ: péptido β amiloide (del inglés Amyloid-β) 
 
ADAM: metaloproteasas y desintegrinas (del inglés A Desintegrin And Metalloproteinases) 
 
ADN: Acido DesoxirriboNucleico 
 
AICD: dominio Intracelular de APP (del inglés APP Intra Citoplasmic Domain) 
 
AKT: proteína quinasa B (ó PKB) 
 
ApoE: Apolipoproteína E 
 
ApoER2: receptor tipo 2 de apolipoproteína (del inglés: Apolipoprotein E Receptor type 2) 
 
APP: Proteína Precursora Amiloide (del inglés Amyloid Precursor Protein) 
 
ARNm: Acido RiboNucleico mensajero 
 
BACE: enzima de ruptura del sitio β de APP (del inglés Beta-site APP Cleaving Enzyme) 
 
CAMKII: Calcio Calmodulina proteína quinasa II 
 
cdk5: quinasa dependiente de ciclina 5 (del inglés Cyclin Dependent Kinase 5) 
 
crk: quinasa relacionada a  Cdc. (del inglés Cdc-Related Kinase) 
 
CTF: fragmento carboxilo terminal (del inlgés : C Terminal Fragment) 
 
Dab 1: (del ingés Disabled type 1) 
 
Dominio PTB: Dominio de unión a fosfo tirosinas (del inglés Phospho Tyrosin Binding 
domain) 
 
EA: Enfermedad de Alzheimer 
 
EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermic Grow Factor) 
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FDG-PET: tomografía por emisión de positrones con Fluorodesoxiglucosa (del inglés 
FluoroDeoxyGlucose-PET) 
 
GSK-3β: Glucógeno sintetasa quinasa 3β (del inglés Glycogen Synthase Kinase-3β)  
 
ICD: fragmento intracelular. (del inglés Intracellular  Cytoplasmatic Domain) 
 
kDa: kilo Daltons 
 
LDLr: receptor de: lipoproteína de baja densidad (del inglés Low Density Lipoprotein receptor) 
 
LCR: Líquido CéfaloRaquídeo 
 
Lrp8: receptor de lipoproteína de baja densidad relacionado con la proteína 8 ( del inglés: Low 
density lipoprotein receptor related to protein 8) 
 
LIS1: complejo Lisencefalia tipo 1 
 
LTP: Potenciación a largo plazo (del inglés Long-Term-Potentiation)  
 
MAP: proteína asociada a microtúbulos (del inglés Microtubule Associated Protein) 
 
MAP 1: proteína asociada a microtúbulos tipo 1 
 
MAP 2:proteína asociada a microtúbulos tipo 2 
 
MRN: resonancia magnética cerebral (del inglés Magnetic Resonance Neurography) 
 
NMDAr: receptor de N-metil D-aspartato (del inglés N-Methyl-D-Aspartate receptor) 
 
p53: Proteína supresora de tumores 53 
 
PET: tomografía por emisión de positrones (del inglés Positron Emission Tomography) 
 
PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa (del inglés PhosphoInositide 3-Kinase) 
 
PKA: quinasa de la proteína A (del inglés Protein Kinase A) 
 
PKB: proteína quinasa B (ó AKT) (del inglés Protein Kynase B) 
 
PP-1: fosfoproteína fosfatasa1 (del inglés Protein Phosphatase 1) 
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PP-2A:  fosfoproteína fosfatasa 2A (del inglés Protein Phosphatase 2A) 
 
PSEN(1-2): gen de la Presenilina (tipo 1 y 2) 
 
PSD-95: proteína de densidad post-sináptica 95 (del inglés PostSynaptic Density protein 95) 
 
sAPP: APP soluble (del inglés soluble Amyloid Precursor Protein) 
 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecilsulfato sódico. (del inglés 
Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 
 
SFK: familia de tirosina quinasas Src (del inglés Src Family of tyrosine Kinases) 
 
SNC: Sistema Nervioso Central 
 
SP: Espondina ( del inglés Spondin) 
 
TACE: enzima convertidora del factor  de necrosis tumoral α (del inglés TNF -Alpha 
Converting Enzyme)  
 
TNF: factor  de necrosis tumoral (del inglés Tumoral Necrosis Factor) 
 
tPA: Activador de plasminógeno tisular (del inglés tissue Plasminogen Activator) 
 
VLDLr: receptor de lipoproteínas de muy baja densidad (del inglés Very Low Density 
Lipoprotein receptor) 
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2.  RESUMEN 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad 
neurodegenerativa que clínicamente está caracterizada por un deterioro 
progresivo de la memoria y de las habilidades cognitivas. Patológicamente, 
la enfermedad se caracteriza por la presencia de placas seniles a nivel 
extracelular y ovillos neurofibrilares intracelulares. Los componentes de 
dichas lesiones, el péptido amiloide Aβ, por parte de las placas, y la proteína 
citoesquelética tau anormalmente fosforilada, en los ovillos, aparecen como 
los efectores neurotóxicos que conducen a la pérdida progresiva de sinapsis 
y neuronas. 
En el cerebro adulto, los procesos involucrados en la formación de la 
memoria a largo plazo (LTP) y la plasticidad sináptica están regulados por la 
glicoproteína reelina. Una vez secretada, reelina interacciona con sus 
receptores ApoER2 y VLDLR, y activa una ruta de señalización intracelular 
que determina la fosforilación de diversas quinasas, entre las cuales se 
encuentra, GSK-3β la principal quinasa que interviene en la fosforilación de 
tau. En modelos transgénicos se ha demostrado que la falta de expresión de 
la reelina promueve la fosforilación de tau. Diversos estudios en humanos 
también sugieren que bajos niveles de reelina se relacionan con la aparición 
de enfermedades mentales, pudiendo participar en el desarrollo de 
disfunciones cognitivas moderadas y severas. 
Nuestro grupo de trabajo es pionero en el estudio de la reelina en la 
enfermedad de Alzheimer. El análisis de esta glicoproteína en extractos de 
cerebro humano de sujetos con Alzheimer, demuestra niveles elevados de 
reelina tanto de proteína como de trascripto, respecto al de sujetos sin 
patología. Ensayos in vitro en líneas celulares tratadas con el péptido Aβ, 
junto a estudios realizados con modelos de animales transgénicos de 
Alzheimer con sobreexpresión amiloide, han permitido demostrar que la 
presencia de niveles elevados de Aβ promueve un incremento en los niveles 
de reelina. Resulta igualmente relevante que la reelina expresada en cultivos 
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tratados con Aβ presenta una glicosilación alterada, de manera semejante a 
las glicoformas de reelina caracterizadas en el cerebro de sujetos con la EA. 
Los trabajos de investigación que se recopilan y dan lugar a esta Tesis 
Doctoral se centran en el estudio de la reelina en cerebros de individuos 
afectados por la EA. En estos trabajos, nuestro interés ha sido determinar si 
la reelina presente en el cerebro humano con Alzheimer es biológicamente 
activa. Empleando modelos celulares en presencia del péptido Aβ hemos 
producido glicoformas anómalas de la reelina que han resultado ser 
ineficaces en formar dímeros de la proteína, forma activa en la que se une a 
receptores y activa la ruta de señalización. De este modo, la afinidad de 
unión de glicoformas de reelina, expresadas en presencia de Aβ, por su 
receptor ApoER2 también se ve disminuida; lo que induce fallos en la 
traducción de la señal, afectando al estado de fosforilación de tau. 
Correlacionamos estas alteraciones de reelina, observados in vitro, a los 
caracterizados en el cerebro de sujetos con EA, en donde además de una 
glicosilación anómala, la reelina se asocia en formas oligoméricas distintas 
de los dímeros activos que están presentes en condiciones no patológicas. 
Ha sido también de nuestro interés investigar si el receptor ApoER2 está 
involucrado en la regulación de la vía de señalización de reelina, a través de 
su propio procesamiento. Se conocía ya que tras la unión a reelina y la 
activación de su cascada el receptor ApoER2 es procesado secuencialmente 
por actividades α-secretasa y γ-secretasa. El último corte generado por γ-
secretasa libera un fragmento soluble intracelular de ApoER2. Nuestra 
investigación nos ha permitido avanzar en la caracterización de éste 
fragmento intracelular de ApoER2 y demostramos que se acumula en la 
región nuclear, donde modula la actividad del promotor de la reelina, 
disminuyendo los niveles de expresión de esta proteína. 
En una condición patológica, como la descrita en cerebros de sujetos de 
Alzheimer, donde la reelina interacciona de manera ineficaz con su receptor, 
es de esperar una menor generación de fragmentos del receptor ApoER2, 
que conllevaría una menor represión del promotor de la reelina. Esta 
situación promovería el mantenimiento de unos niveles de reelina altos. Aún 
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queda por determinar por qué esta nueva reelina, expresada en un ambiente 
de elevada presencia de Aβ, como en corteza de EA, presenta una 
glicosilación anómala y resulta biológicamente ineficaz en el desempeño de 
su función.  
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3.  INTRODUCCIÓN 
CAPÍTULO 1:  La enfermedad de Alzheimer 
 
La enfermedad de Alzheimer (EA), descrita por Alois Alzheimer en 
1907, es una enfermedad neurodegenerativa crónica y progresiva, siendo la 
principal causa de demencia en personas ancianas, con una prevalencia del 
50-60% sobre el resto de las neuropatologías y con una incidencia que 
aumenta exponencialmente con la edad (Blennow y col, 2006). A causa de 
las consecuencias tanto epidemiológicas como económicas asociadas a ésta 
neuropatología, la EA tiene un gran impacto en la sociedad (Hampel y col, 
2011). 
La principal característica de la enfermedad de EA es una pérdida progresiva 
de la memoria. Al comienzo de la enfermedad, el paciente muestra 
incapacidad para realizar las actividades cotidianas, así como dificultades 
para escribir y hablar, desorientación espacial y una marcada reducción en 
la capacidad para resolver problemas. Estas deficiencias se van acentuando 
con el progreso de la patología. Normalmente la muerte sobreviene por 
complicaciones secundarias a la enfermedad y al debilitamiento que 
conlleva, como neumonía, embolia pulmonar o sepsis (Steele y col, 1990).  
La sintomatología que acompaña a la EA se deriva del deterioro de la 
neurotransmisión sináptica en diferentes áreas del sistema nervioso central 
(SNC) (Selkoe, 1989). El proceso neurodegenerativo daña en gran medida 
todo el cerebro, aunque las regiones cerebrales específicamente afectadas 
son el neocortex, el área entorrinal, el hipocampo, los núcleos amigdalinos, 
el núcleo basal de Meynert, el tálamo anterior y los núcleos 
monoaminérgicos del tronco encefálico (locus coeruleus y complejo del rafe). 
Resulta evidente la atrofia cerebral de personas con EA con un rango de 
edad semejante. En ellos se observa una pérdida de la masa cerebral de 
cerca del 2-3% anual, comparado con el 0.4-0.5% observado en personas 
ancianas sanas (Karas y col, 2004).  
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1.1.  Neuropatología 
Histológicamente, en el cerebro de una persona con Alzheimer se 
pueden encontrar dos tipos de lesiones características: los ovillos 
neurofibrilares intraneuronales y los depósitos de placas amiloides (también 
denominadas neuríticas o seniles) presentes en regiones extraneuronales 
(Figura 1). Durante décadas se ha interpretado que las alteraciones del 
citoesqueleto celular y de las sinapsis, provocadas por estas lesiones, son la 
principal causa de la progresiva muerte neuronal observada en el SNC de 
personas con la EA. 
 
 
Figura 1.  
Secciones de corteza prefrontal de sujetos 
adultos control (A y D) y con la 
enfermedad de Alzheimer (B y C, E y F) 
(se muestra un caso de 75 años). La 
tinción de la proteína tau fosforilada (A, B, 
C) y de péptidos β-amiloide (D, E, F) 
permite observar las lesiones 
características de la EA: los ovillos 
neurofibrilares intraneuronales (B y C) y la 
acumulación de placas amiloides (E y F); 
mientras que en los sujetos controles (A y 
D) estas lesiones están ausentes (un caso 
de la misma edad que el Alzheimer). Los 
recuadros muestran mayor magnificación 
con especial énfasis sobre las placas y 
ovillos (escala 60 µm). Escala de las 
figuras A-E: 600 µm; C y F: 10 µm. 
Adaptación de Moore y col, 2012. 
       
 
 
1.1.1.  Ovillos neurofibrilares  
 Los ovillos neurofibrilares son inclusiones intracelulares constituidas por 
filamentos, los cuales están formados principalmente por la proteína 
citoesquelética tau (Ávila, 2000; Iqbal y col, 2005) (Figura 1B y 1C). Tau es 
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una proteína axonal que se asocia a microtúbulos del citoesqueleto (MAP), 
promoviendo el ensamblaje de la tubulina y estabilizando la estructura de los 
de los microtúbulos (Figura 2) mediante sus estados de fosforilación 
(Lovestone y Reynolds, 1997; Hartigan y Johnson, 1998; Cuchillo y col, 
2008). El estado de fosforilación de tau es el resultado del balance entre las 
actividades de diferentes quinasas y fosfatasas. Dentro de la amplia cantidad 
de quinasas que fosforilan a tau, GSK-3β (glucógeno sintasa quinasa-3β) y 
cdk5 (quinasa dependiente de ciclina 5) son las principales que actúan en el 
SNC, y ambas están asociadas con los estados de hiperfosforilación de tau 
observados en la EA (Pei y col, 1998; 1999). 
 La desfosforilación de tau esta modulada por proteínas con actividad 
fosfatasas, encontrándose principalmente las fosfatasas PP-1 y PP-2A. En 
cerebros con la EA también se ha detectado una disminución de la actividad 
de estas fosfatasas (Iqbal y Grundke-Iqbal, 2008; Khatoon y col, 1994). La 
fosforilación anormal de tau no sólo la incapacita para unirse a tubulina y 
promover la formación de microtúbulos, sino que además inhibe el 
ensamblaje y desestabiliza a los microtúbulos presentes (Figura 2 C). En 
neuronas cerebrales de personas con la EA cerca del 40% de la proteína tau 
anormalmente fosforilada está presente en el citosol, sin polimerizar y 
formando ovillos neurofilamentosos (Figuras 1(B-C) y 2 (D-E)) (Kopke y col, 
1993). Esta propiedad tóxica también involucra el secuestro de la proteína 
tau normal por parte de la proteína anómala, junto con el secuestro de otras 
proteínas asociadas a microtúbulos neuronales como MAP1 y MAP 2 
(Alonso y col, 1996; 1997).  
La presencia de ovillos neurofibrilares afecta al transporte axonal y por tanto 
a la funcionalidad sináptica y la viabilidad celular. Los ovillos neurofibrilares 
no son exclusivos de la EA, también pueden encontrarse en otros tipos de 
demencia como la parálisis supranuclear progresiva, la enfermedad de Pick, 
la demencia frontotemporal y alguna otra, que junto a la EA constituyen un 
grupo de patologías conocidas todas ellas como taupatías (Hernández y 
Avila, 2007). Solo en la EA estas lesiones coexisten con las placas 
amiloides. 
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Figura 2.  En condiciones fisiológicas, tau presenta un equilibrio entre sus formas 
fosforiladas y desfosforiladas (A), que permite el ensamblaje y la estabilización de 
microtúbulos, facilitando el transporte axonal (B). En condiciones patológicas, existe un 
desequilibrio en las actividades quinasa/fosfatasa, que lleva a la forma de tau 
hiperfosforilada (C). Tau hiperfosforilada tiene la capacidad de formar fibras, que se agregan 
generando ovillos intracelulares neurotóxicos (D) y como consecuencia, se pierde el 
ensamblaje de microtúbulos afectando a la actividad neuronal (E). Figura adaptada de 
Johnson y Stoothoff, 2004  
 
1.1.2.  Placas amiloides  
Otro tipo de lesiones que aparecen en los cerebros de los afectados por 
la enfermedad son las placas amiloideas (Figura 1E y 1F). Estas lesiones 
son depósitos de péptidos amiloides, en cuya cercanía se concentran 
axones y dendritas distróficas, así como astrocitos y microglía activada.  
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El péptido amiloide (Aβ) es el producto del corte proteolítico que sufre la 
proteína precursora del amiloide (APP), una proteína de transmembrana del 
tipo I con un largo dominio extracelular y que presenta expresión ubicua.  
El gen del APP está localizado en humanos en el cromosoma 21, siendo 
objeto de procesamiento alternativo. En cerebro se pueden encontrar sus 
tres variantes que van de los 695 aminoácidos (las más corta y abundante 
en neuronas) a los 751 y 770 aminoácidos (Nalivaeva y Turner, 2013). 
En el SNC el APP está implicado en la regulación del crecimiento de neuritas 
durante el desarrollo (Herms y col, 2004), mientras que en cerebro adulto 
está involucrado en procesos de adhesión celular, neuroprotección y 
formación de la sinapsis, y es capaz de modular la transcripción de varios 
genes (Raychaudhuri y Mukhopadhyay, 2007). Se han identificado varias 
proteínas que interactúan con el APP y que regularían su procesamiento y la 
señalización intracelular. Por estas razones se considera que el APP podría 
actuar como un receptor de la superficie celular (Zheng y Koo, 2011). 
No obstante, una característica del APP es su breve periodo de permanencia 
en la membrana plasmática, ya que es rápidamente procesado. Su 
procesamiento está regulado por la acción de enzimas del tipo proteasas, las 
llamadas α- y β-secretasa, que actúan alternativamente produciendo largos 
fragmentos solubles. El fragmento resultante, todavía anclado a membrana, 
será procesado a continuación por la γ-secretasa generándose fragmentos 
más cortos tanto a nivel extracelular, que incluyen al péptido Aβ, como 
intracelular. La mayoría de estos fragmentos solubles presentan actividad 
biológica, como veremos a continuación.  
 
1.1.2.1.  Las secretasas 
α-secretasa: La actividad α-secretasa se ha identificado en diversas 
proteasas del tipo desintegrinas y metaloproteasas (llamadas ADAMs) y 
constituyen una gran familia de las cuales ADAM10 y ADAM17 (también 
llamada TACE) son las que predominan en neuronas (Vingtdeux y 
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Marambaud, 2012). Las enzimas con actividad α-secretasa son 
mayoritariamente proteínas integrales de membrana, aunque también 
pueden existir isoformas solubles (Zolkiewska, 2008). La α-secretasa actúa 
sobre una gran variedad de sustratos además del APP; como la familia de 
receptores EGF y Notch, entre otros (Zhang y col, 2012). Su procesamiento 
genera un ectodominio soluble, que en el caso de APP se denomina 
fragmento soluble α o simplemente sAPPα. 
β-secretasa: También llamada BACE1. Es una proteína de transmembrana 
de tipo I con actividad aspartil proteasa. Presenta su sitio activo en el lado 
luminar de la membrana plasmática. El procesamiento del APP inducido por 
BACE1 genera como producto un fragmento soluble llamado sAPPβ 
(Marcinkiewicz y Seidah, 2000). Debido a que la β-secretasa está implicada 
en la generación del péptido Aβ (ver la sección 1.1.2.2) su modulación se 
investiga activamente como estrategia terapéutica en la EA (Ghosh y col, 
2012).  
La BACE1 se encuentra altamente expresada en el SNC, principalmente en 
las neuronas. Una deficiencia de BACE1 en modelos animales parece 
vincularse con anormalidades en la función sináptica, lo que sugiere que 
esta secretasa juega un papel importante en la función del SNC. Varios 
sustratos de la BACE1 están implicados en funciones sinápticas, como las 
efrinas y las semaforinas, ente otras (Savonenko y col, 2008, Wang y col, 
2008). 
γ-secretasa: La γ-secretasa es un complejo enzimático de cuatro proteínas 
integrales de membrana (Wakabayashi y De Strooper, 2008). El complejo γ-
secretasa presenta, además del APP, más de 90 sustratos identificados 
hasta la fecha (Haapasalo y Kovacs, 2011; Lleó y Saura, 2011). Sus 
sustratos son siempre proteínas de transmembrana de tipo I que han sufrido 
un corte previo por α- o β-secretasas. Los sustratos de γ-secretasa no 
presentan una secuencia específica, sino requerimientos muy vagos, un 
ectodominio corto (menor de 300 aminoácidos), y una región intracelular 
relativamente corta, siendo en el dominio de transmembrana donde se 
produce el corte. Como resultado del procesamiento por la γ-secretasa se 
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liberan fragmentos proteicos biológicamente funcionales, tanto en el lado 
luminar como el lado citoplasmático de la membrana. La diversidad de sus 
sustratos pone en evidencia la importancia biológica de la γ-secretasa tanto 
en etapas de desarrollo como también en la vida adulta. 
En el caso de APP, el corte por la γ-secretasa libera péptidos solubles 
extracelulares, incluyendo el péptido Aβ (en la ruta denominada 
amiloidogénica), así como fragmentos citoplasmáticos (llamados AICD) 
(Figura 4).  
Las cuatro subunidades que constituyen el complejo de la γ-secretasa son 
indispensables para su actividad biológica (Figura 3), y se presentan en una 
estequiometría 1:1:1:1 (Sato y col, 2007; Zhang y col, 2012; De Strooper y 
col, 2012). 
Estos componentes son: 
 Las Presenilinas: Constituyen el centro catalítico del complejo γ-
secretasa, existiendo dos homólogos en mamíferos (PS1 y PS2), que no 
coexisten en el mismo complejo. Las mutaciones genéticas sobre las 
presenilinas están involucradas con la variante familiar de la enfermedad de 
Alzheimer, como se discutirá en el próximo capítulo. 
Las presenilinas son proteínas de multipaso con 9 dominios de 
transmembrana. Durante su maduración, PS1 y PS2 son procesadas 
generando, de manera semejante para ambas presenilinas, un fragmento N 
terminal y C terminal. Esta endoproteólisis es fundamental para su función, 
porque una vez que la proteína está anclada en la membrana, ambos 
fragmentos forman la unidad catalítica con actividad aspartil-proteasa.  
 Nicastrina es una glicoproteína de tipo I. Durante su maduración, la 
nicastrina cambia de conformación e interactúa con presenilina, lo que 
permite el ensamblaje, la maduración y la actividad del complejo γ-
secretasa.  
 Aph-1 presenta dos homólogos en humanos, Aph-1a y Aph-1b, que no 
coexisten en el mismo complejo. Aph-1 interactúa con la nicastina inmadura 
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y con la presenilina. Al parecer, Aph-1 inicia el ensamblaje del complejo en el 
retículo endoplasmático, actuando como una proteína de andamiaje.  
 Pen-2 promueve la maduración del complejo γ-secretasa. Interactúa con 
la presenilina y promueve de este modo la endoproteolisis de la presenilina 
activándola. 
 
Figura 3. El complejo γ-
secretasa lleva a cabo el 
procesamiento de proteínas de 
transmembrana del tipo I. El 
complejo está formado por 
Aph1, presenilina (PS; ya sea 
tipo 1 o 2), nicastrina (Nct) y 
Pen2, con una estequimentría 
1:1:1:1. Presenilina es una 
proteína de multipaso (recuadro) 
y es la unidad funcional del 
complejo, posee una actividad 
aspartil-proteasa. Las 
mutaciones sobre las 
presenilinas están asociadas 
con la EA familiar. Estas influyen 
en el procesamiento del APP 
afectando las cantidades 
relativas de Aβ1-42/ Aβ1-40 (Figura 
adaptada de Bergmans y De 
Strooper, 2010). 
 
Como se comentó, el complejo γ-secretasa actúa sobre sus sustratos sin 
necesidad de una secuencia consenso de corte. Esta selectividad laxa 
probablemente le permite procesar a sus sustratos a distintos niveles 
generando péptidos de diferentes tamaños (Wakabayashi y De Strooper, 
2008). 
 
1.1.2.2.  El procesamiento proteolítico del APP: formación del péptido Aβ 
El procesamiento del APP presenta dos rutas alternativas de 
procesamiento que comienzan con la acción ya sea de la α-secretasa o de la 
β-secretasa, y ambas culminan con la acción de la γ-secretasa (Figura 4 A-
B). 
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La ruta no amiloidogénica (Figura 4 A) se inicia con el procesamiento del 
APP por la α-secretasa. Su corte genera una larga proteína soluble 
denominada sAPPα y un fragmento carboxilo terminal de APP, llamado C83, 
que permanece anclado a la membrana. A continuación, la γ-secretasa corta 
el fragmento transmembrana C83 produciendo un pequeño fragmento 
soluble llamado p3, de corta vida media y al que no se le conoce función 
biológica, y un fragmento citoplasmático llamado dominio intra-citoplasmático 
del APP (AICD), el cual actúa como regulador transcripcional de genes tales 
como la quinasa GSK-3β, p53, entre otros (Von Rotz y col, 2004; Kimberly y 
col, 2001). 
En la ruta amiloidogénica (Figura 4 B) el procesamiento del APP comienza 
con el corte generado por la β-secretasa y, de manera semejante a la ruta 
no amiloidogénica, produce un largo fragmento soluble conocido como 
sAPPβ (algo más pequeño que sAPPα), mientras que el fragmento carboxilo 
terminal que permanece anclado a la membrana, es llamado en este caso 
C99. 
El procesamiento de C99 por la γ-secretasa produce el fragmento 
intracelular AICD junto al péptido soluble extracelular Aβ. Aún queda por 
aclarar si los fragmentos AICD generados por una vía u otra presentan 
actividades reguladoras diferentes.  
Por tanto únicamente la ruta amiloidogénica, con la acción sucesiva de la β- 
y la γ-secretasa genera el péptido Aβ. Debido a que la γ-secretasa presenta 
un corte poco específico, como se comentó en la sección previa, se pueden 
encontrar en la naturaleza péptidos Aβ de diferentes longitudes (Weidemann 
y col, 2002;). La mayor parte de los péptidos Aβ circulantes tienen una 
longitud de 40 aminoácidos y en menor proporción co-existen formas de 42 y 
43 aminoácidos (Aβ1-40, Aβ1-42 y Aβ1-43 respectivamente), encontrándose 
también aunque en menor cantidad, péptidos Aβ circulantes de 38, 39 e 
incluso de 46 y 49 aminoácidos (Takami y col, 2009). Además, mediante 
espectrometría de masas se han identificado gran número de fragmentos 
truncados de Aβ (Portelius y col, 2010). 
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Figura 4. Rutas de procesamiento del APP. Mediante la ruta no amiloidogénica (A), el APP 
es procesado por las secretasas α- y γ-. El corte de la α-secretasa y la γ-secretasa generan 
fragmentos solubles extracelulares, el sAPPα y el fragmento p83 respectivamente. En la 
ruta amiloidogénica (B) el APP es procesado secuencialmente por las secretasas β- y γ-. El 
corte del APP mediado por la β-secretasa genera el fragmento soluble sAPPβ y 
posteriormente el corte por la γ-secretasa libera el péptido Aβ. En condiciones fisiológicas 
normales (C), los niveles del péptido Aβ están modulados por procesos de degradación. En 
condiciones patológicas (D), las isoformas Aβ1-42 promoverían fibrilación generando 
oligómeros solubles, los cuales finalmente se agregarían formando las placas amiloides 
presentes en el cerebro con la enfermedad de Alzheimer. Los fragmentos solubles sAPPα y 
sAPPβ están involucrados en la regulación de procesos cognitivos y de protección neuronal. 
En ambas rutas, la acción de la γ-secretasa genera un fragmento intracelular AICD el cual 
actúa como regulador transcripcional. Imagen modificada de Thathiah y De Strooper, 2011. 
 
De las isoformas de Aβ identificadas, Aβ1-42 es la que presenta mayor 
toxicidad y propiedades fibrogénicas (Burdick y col, 1992; Younkin, 1995), y 
al parecer es capaz de inducir un cambio en el plegamiento de otras 
especies de Aβ (Jarrett y col, 1993). Así, estos péptidos Aβ con una 
conformación alterada son propensos a agregarse en oligómeros 
solubles(Figura 4 D), que van desde simples dímeros y trímeros a grandes 
oligómeros solubles, algunas veces referidos como Ligandos Difusos 
Derivados de Amiloide. Los oligómeros acaban por formar largas fibras 
insolubles que se acumulan generando las placas amiloides (Figura 1E y 1F) 
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(Scheuner y col, 1993; Borchek y col, 1996). Sin embargo, en la actualidad 
se conoce que son los agregados solubles los que resultan ser altamente 
tóxicos para las neuronas y alteran la sinapsis. En modelos murinos el 
exceso de Aβ soluble disminuye el número de las sinapsis y altera el 
aprendizaje (Durakoglugil y col, 2009). No obstante, no todo el daño 
asociado al amiloide necesariamente se debería a la excesiva acumulación 
de estos agregados soluble de Aβ, ya que también se ha documentado en 
neuronas acumulación intracelular de péptidos Aβ, probablemente 
consecuencia de endocitosis del Aβ o bien por endocitosis del APP desde la 
superficie celular, y posterior procesamiento en el interior de endosomas y/o 
lisosomas (Haass y col, 2012). En este último caso, los productos del 
procesamiento pueden re-secretarse o reternerse intracelularmente. La 
acumulación de agregados de Aβ intracelulares in vitro interrumpen la 
estructura de las neuronas, alteran la sinapsis y afectan el transporte axonal 
(Pigino y col, 2009; Tam y Pasternak, 2012). Se ha observado que incluso la 
acumulación de oligómeros intracelulares puede provocar la ruptura de los 
lisosomas llevando a la muerte neuronal (Tam y Pasternak, 2012). Este 
conjunto de eventos, podrían contribuir al progreso de la enfermedad 
Si bien una producción elevada de Aβ produciría efectos neurotóxicos, en 
condiciones no patológicas el péptido Aβ se genera de forma constitutiva 
durante el metabolismo celular, encontrándose dicho péptido como una 
especie circulante en plasma y en el líquido cefalorraquídeo (LCR), tanto en 
humanos sanos como en otros mamíferos (Haass y col, 1992; Seubert y col, 
1992). En condiciones fisiológicas (Figura 4 C), los niveles de Aβ del cerebro 
están regulados por procesos de degradación enzimática, donde participan 
la peptidasa degradadora de insulina, la neprilisina y otros miembros de su 
familia (Carson y Turner, 2002); estas enzimas también determinan la 
cantidad del péptido Aβ que atraviesa la barrera hematoencefálica (Tanzi y 
col, 2004). No se descarta que fallos en los mecanismos de 
degradación/eliminación del péptido Aβ también puedan contribuir al 
desarrollo del Alzheimer.  
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En condiciones no patológicas niveles adecuados de Aβ regularían distintas 
funciones celulares, e incluso oligómeros de Aβ1-40 y Aβ1-42 a bajas 
concentraciones podrían presentar efectos neurotróficos (Yankner y col, 
1990), lo que corrobora que su papel funcional, y que sólo en exceso se 
asocia a eventos de neurotoxicidad.  
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CAPÍTULO 2:  Desarrollo de la enfermedad de Alzheimer 
 
2.1.  La enfermedad de Alzheimer: Causas 
Es bien conocido que la edad es el factor de riesgo más importante 
para la enfermedad. Sin embargo, existen otros factores que pueden influir, 
como el estilo de vida, las lesiones cerebrales y otros asociados a la 
obesidad, diabetes y enfermedades vasculares (hipercolesterolemia, 
hipertensión, arteriosclerosis, enfermedades coronarias, entre otras) 
(Mayeux, 2003; Mortimer y col, 2003). También existen factores de riesgo 
asociado a la carga genética, en la que se determinadas variantes alélicas y 
polimorfismos se asocian a la probabilidad de desarrollar Alzheimer 
esporádico. Aunque en su mayoría (más de un 95%) la EA se corresponde a 
la variante esporádica, se conocen mutaciones autosómicas dominantes en 
tres genes, el APP, la PS1 y la PS2, que determinan una forma hereditaria 
del Alzheimer de aparición precoz y curso rápido que se denomina EA 
familiar. Aunque la EA familiar es una entidad distinta de la esporádica que 
requiere distintas estrategias de intervención, la identificación de los genes 
asociados a la misma ha permitido clarificar algunos mecanismos que están 
implicados en la EA esporádica. 
 
2.1.1.  Alzheimer esporádico  
La forma de Alzheimer más común es la que surge de manera 
esporádica y suele expresarse en edades avanzadas, esto es, por encima 
de los 65 años. En el Alzheimer esporádico existe un patrón complejo donde 
los factores de riesgo genéticos contribuyen conjuntamente con los factores 
ambientales, por lo que resulta mucho más dificultoso identificar los locus 
relacionados con el Alzheimer esporádico. En 1993, dos grupos 
independientes reportaron una asociación entre el gen de apolipoproteína E 
(ApoE) y la EA (Corder y col, 1993; Poirier y col, 1993). ApoE es la proteína 
vinculada al metabolismo y transporte de lípidos en el SNC. En condiciones 
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patológicas el ApoE puede participar en los procesos de fibrilación de Aβ, 
asociándose con la formación de placas neuríticas (Holtzman y col, 2000). El 
gen APOE está situado en humanos en el cromosoma 19 y codifica para tres 
variantes alélicas o isoformas proteicas: Apoε2, Apoε3 y Apoε4. Diversos 
estudios han mostrado que la presencia del alelo ε4 aumenta el riesgo de 
padecer la EA, siendo este tres veces más alto en heterocigotos y 15 veces 
más en homocitgotos, en comparación con personas que no portan este 
alelo (Strittmatter y col, 1993; Corder y col, 1993). Si bien se han detectado 
más genes relacionados con el riesgo de padecer la EA (Tanzi, 2012; 
 véase también AlzGene: http://www.alzgene.org/TopResults.asp ), no se ha 
identificado ningún otro que contribuya de forma tan directa al desarrollo de 
la EA como el gen APOE. 
 
2.1.2.  Alzheimer Familiar y mutaciones asociadas  
Los precedentes familiares pueden determinar la aparición de la EA 
del tipo familiar, presentando una herencia del tipo autosómico dominante y 
manifestándose a edades tempranas, esto es, antes de los 60 años (es 
conveniente aclarar que no todas las “formas tempranas” de la enfermedad 
se deben a causas genéticas). Desde el punto de vista genético las 
mutaciones que están implicadas en el desarrollo de la EA familiar están 
asociadas siempre a la formación de oligómeros de Aβ (Campion y col, 
1999).  
Los estudios sobre la trisomía 21 permitieron establecer el vínculo entre la 
disposición genética y la patología de Alzheimer, ya que las personas con 
síndrome de Down desarrollan neuropatologías que resultan indistinguibles 
de la EA entre la cuarta y quinta década de sus vidas (Mann y col, 1984; 
Wisniewski y col, 1985). En la década de los 80, se descubrió que el gen de 
la proteína APP está localizado en el cromosoma 21 (Goate y col, 1991), y 
que un aumento en la dosis génica debida a la trisomía está acompañado de 
un incremento en los niveles proteicos de APP que favorecería la mayor 
producción de Aβ, el desarrollo y el depósito de las placas neuríticas a 
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edades tempranas, como se observa en personas con el síndrome de Down 
(Mann, 1988; Tanzi y col, 1987).  
Una gran parte de las mutaciones identificadas sobre el gen del APP están 
implicadas en las formas familiares de la EA, y se heredan de una manera 
autosómica dominante. Alguna de estas mutaciones se concentran alrededor 
del sitio de corte de secretasas, lo que posiblemente provoca una alteración 
en su procesamiento (Chávez-Gutiérrez y col, 2012); mientras que otras se 
ubican en la región central del péptido Aβ, y favorecen la generación de 
agregados insolubles (Brouwers y col, 2008).  
No obstante la mayoría de las mutaciones asociadas a la EA no se 
corresponden a mutaciones en el gen del APP, sino a mutaciones sobre los 
genes de la PS1 (PSEN, en humanos en el cromosoma 14), así como en su 
homólogo PS2 (PSEN2, localizado en el cromosoma 1). Las mutaciones 
descritas, ya sea de ganancia como de pérdida de función de presenilinas, 
están implicadas en la producción desequilibrada del péptido Aβ1-42 (De 
Strooper, 2007; Wolfe, 2007). 
A pesar de que es BACE la enzima que determina el procesamiento del APP 
mediante la vía amiloidogénica, no se conocen mutaciones asociadas a esta 
proteasa que estén implicadas con el desarrollo de la EA. 
 
2.2.  Hipótesis de la cascada amiloide 
La hipótesis de la cascada amiloide intenta explicar el origen de la EA 
y sostiene que los eventos neuropatológicos de la enfermedad se inician por 
la acumulación del péptido Aβ ocasionado por un aumento de su producción 
y/o una disminución de su degradación. En consecuencia, estos péptidos se 
agregan y desencadenan el deterioro neuronal que conducen a la 
enfermedad (Hardy y Higgins, 1992; Hardy y Selkoe, 2002). 
Como se ha comentado, las principales evidencias que apoyan ésta 
hipótesis provienen de estudios de mutaciones genéticas asociadas a la EA 
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familiar, en donde la elevada producción del péptido Aβ esta asociada a las 
mutaciones de los genes APP o presenilinas. Por lo tanto, la acumulación de 
Aβ en el cerebro favorecería su oligomerización, que a su vez induce una 
cascada de efectos patológicos tales como microgliosis, astrocitosis, 
respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y déficit en la neurotransmisión, 
llevando a la muerte celular.  
A pesar de que los ovillos neurofilamentosos son posiblemente el factor que 
mejor correlaciona con las carencias cognitivas asociadas a la EA, las 
mutaciones existentes sobre el gen de la proteína tau no se vinculan con la 
EA. Aún más, las mutaciones sobre éste gen causan enfermedades 
neurodegenerativas con ausencia de placas amiloides tales como la 
demencia frontotemporal. Sin embargo, la aparición de ovillos neurofibrilares 
tras tratamiento con Aβ en modelos murinos apoya la hipótesis de que la 
patología de tau en la EA sería una consecuencia de la sobreproducción de 
Aβ y de su toxicidad (Ballatore y col, 2007, Van Swieten y Spillantini, 2007). 
No obstante, la influencia que tiene el metabolismo anormal amiloide sobre 
la formación de ovillos de neurofilamentos es una cuestión que aún queda 
por resolver. 
Como se comentaba en el capítulo anterior, en un principio se ha pensado 
que las placas neuríticas extracelulares eran las especies patogénicas de la 
enfermedad, actualmente se reconoce que son los oligómeros solubles de 
Aβ los verdaderos agentes tóxicos que comprometen la normal actividad 
neuronal (Varvel, 2008; Shankar y col, 2008).  
Aunque la hipótesis de la cascada amiloide tiene muchos puntos discutibles, 
sigue siendo un modelo ampliamente estudiado tanto para la comprensión 
de la patología como para el desarrollo de terapias clínicas adecuadas que 
permitan mejorar el diagnóstico y el tratamiento de la enfermedad. 
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2.3.  Diagnóstico 
A pesar de que los síntomas clínicos son diagnosticados en personas 
adultas en un estado tardío, la neuropatología de la EA comienza varias 
décadas antes de su evidencia clínica (Figura 5) (Hampel y col, 2011). De 
este modo se estima que la neurodegeneración puede llegar a iniciarse 20 
años antes del diagnóstico clínico. 
Los biomarcadores establecidos hasta la fecha y mayormente consensuados 
se refieren a la determinación de los niveles de las proteínas Aβ y tau 
presentes en LCR. Se han encontrado niveles aumentados de tau y sus 
formas fosforiladas (P-tau) acompañados con bajas concentraciones de la 
forma neurotóxica de Aβ (Aβ1-42) (Tapiola y col, 2009; Fragan y col, 2007). 
 
     
Figura 5. El esquema representa cómo se distribuirían las placas y ovillos en diferentes 
estadios de la enfermedad: En un estadio preclínico, los marcadores neuropatológicos 
comenzarían a acumularse en regiones cerebrales vinculadas a la memoria y a procesos de 
pensamiento y planificación.  Del estadio preclínico al clínico pueden pasar de 10 a 20 años, 
según la severidad de la patología. En este estadio, las placas se distribuirían hacia las 
regiones cerebrales vinculadas al habla, el entendimiento y la percepción espacial. 
Finalmente, en un estadio avanzado, los marcadores neuropatológicos se distribuirían por 
varias regiones cerebrales, con una abundante muerte neuronal y una dramática reducción 
del volumen cerebral. Imagen obtenida de Alzheimer´s Association®. 
 
La presencia de bajos niveles de Aβ1-42 en LCR probablemente se deba a 
que, a pesar de su elevada producción en cerebro, el péptido soluble es 
progresivamente secuestrado por la formación de placas neuríticas 
cerebrales. Así, la rápida fibrilación podría ser la causa de los niveles 
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menores de Aβ1-42 en el LCR. No obstante, la medida de estas proteínas, 
tau/P-tau y Aβ1-42, en LCR no proporciona suficiente especificidad y 
sensibilidad para realizar un diagnóstico temprano de la EA, antes de que se 
establezca la neurodegeneración (Blennow y col, 2012). La falta de 
marcadores tempranos limita el desarrollo de un tratamiento efectivo para la 
enfermedad. Actualmente, el diagnóstico definitivo de la EA se realiza post 
mortem tras la detección de placas amiloides y ovillos neurofibrilares en el 
tejido cerebral. 
Los estudios funcionales de imagen también ofrecen interés diagnóstico. Los 
análisis realizados por neuroimagen muestran que las medidas volumétricas 
del cerebro mediante Imagen de Resonancia Magnética (MRI) presentan 
reducciones en EA respecto a las mismas regiones estimadas en controles 
sanos; así como descensos en el metabolismo de glucosa cerebral 
observado mediante tomografía por emisión de positrones (PET) (Frisoni y 
Blennow, 2013). 
Con la expectativa de lograr un diagnóstico temprano de la enfermedad 
actualmente se intenta realizar una evaluación conjunta de varios 
parámetros como: 
- Los niveles de Aβ1-42 en el LCR 
- La relación existente entre los niveles de Aβ en LCR y la presencia de 
las placas neuríticas en regiones cerebrales examinadas por PET 
- Los niveles de tau total y P-tau en LCR 
- El metabolismo cerebral usando FDG-PET  
- La observación de la atrofia cerebral evaluada con MRI  
- La integridad cognitiva, mediante pruebas psicoanalíticas 
La combinación de biomarcadores presentes en el LCR junto con los análisis 
estructurales y funcionales del cerebro, podrían incrementar un diagnóstico 
temprano de la EA, lo que permitiría un tratamiento adecuado. Si bien 
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existen una gran cantidad de estudios acerca de nuevos biomarcadores, 
estos requieren ser evaluados clínicamente para probar su especificidad 
(Blennow y col, 2012; Frisoni y Blennow, 2013). 
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CAPÍTULO 3:  La reelina y sus receptores 
 
La reelina es una molécula de secreción que está presente en el SNC 
de todos los vertebrados y su expresión sigue un patrón altamente 
conservado (Tissir y Goffinet, 2003). También se expresa en tejidos 
periféricos como hígado, riñón y médula espinal, y se ha detectado además 
en el suero y en el LCR (Ikeda y Terashima, 1997; Smalhieser y col, 2000; 
Sáez-Valero y col, 2003). En el SNC, la reelina ejerce una importante función 
en la migración neuronal durante el desarrollo embrionario del cerebro, 
siendo fundamental para el desarrollo organizado de circuitos neuronales 
(Apéndice). En ratones, la mutación en el gen de la reelina ocurre de manera 
espontánea y recibe el nombre de mutación reeler. Estos ratones presentan 
severas alteraciones en la laminación de regiones estratificadas 
celularmente como la neocorteza, hipocampo y cerebelo. En modelos 
murinos, si se realizan mutaciones en los receptores de la reelina o en las 
moléculas implicadas en su señalización, como el adaptador intracelular 
disabled 1 (Dab1), se replican fenotipos similares al reeler, y reciben el 
nombre de mutaciones tipo reeler (Apéndice). En humanos, las mutaciones 
sobre el gen de la reelina causan la lisencefalia con hipoplasia cerebral. Los 
individuos con ésta patología presentan escasos o nulos niveles de la 
reelina, lo que afecta a la migración neuronal y lo que conduce a serias 
alteraciones en la formación de estructuras laminadas del cerebro 
(Apéndice).  
 
3.1.  La reelina en el cerebro adulto 
En roedores y primates adultos, la reelina se encuentra altamente 
expresada en el hipocampo y en la corteza entorrinal (Martínez-Cerdeño y 
Clascá, 2002). Tanto el hipocampo como la corteza entorrinal la reelina y su 
vía de señalización está involucrada en sistemas explícitos de memoria (Qiu 
y Weeber, 2007), estando estas áreas cerebrales especialmente afectadas 
en la EA. 
Introducción. Capítulo 3 
 
- 30 - 
En el cerebro adulto de ratón, se ha observado que la reelina puede regular 
la distribución de las neuronas que se producen en el hipocampo, y además 
favorecer la conectividad neuronal induciendo y manteniendo la plasticidad 
sináptica (Pujadas y col, 2010). Las alteraciones sobre la vía de señalización 
de reelina están asociadas a desordenes neuropsiquiátricos tales como 
autismo, esquizofrenia, desorden bipolar, depresión mayor o enfermedad de 
Alzheimer, entre otras; en donde se han caracterizado niveles anormales de 
reelina que se asocian a deficiencias en la regulación de procesos cognitivos 
(Folson y Fatemi, 2013). 
En corteza e hipocampo la reelina es secretada por las interneuronas 
GABAergicas, y en el cerebelo por las células granulares glutamatérgicas 
(Ikeda y Terashima, 1997; Pesold y col, 1998; Groc y col 2007). La reelina 
secretada se localiza en las regiones sinápticas donde se une a sus 
receptores ApoER2 (del inglés apolipoprotein E receptor 2; también conocido 
como LRP8 o low-density lipoprotein receptor-related protein 8) y VLDLR 
(very low density lipoprotein receptor). Esto le permite regular una respuesta 
celular que afecta a la actividad neuronal, como se discutirá en las próximas 
secciones. 
 
3.2.  El gen de reelina y su producto proteico. 
 El gen de la reelina fue descubierto durante el análisis genético del 
ratón reeler que permitió la clonación y el comienzo del estudio de su 
producto proteico (D’Arcangelo y col, 1995; Hirotsune y col, 1995). La 
proteína reelina, con 3461 aminoácidos, está sujeta a modificaciones 
postraduccionales basadas en N y O glicosilaciones, y el producto final es 
una proteína altamente glicosilada con un peso molecular relativo de 420 
kDa (D’Arcangelo y col, 1995; Hirotsune y col, 1995). Una vez secretada, la 
reelina es capaz de formar homodímeros mediantes enlaces covalentes, 
tanto in vivo como in vitro. Con ésta forma dimérica la reelina interactúa con 
sus receptores, induciendo la cascada de señalización celular de manera 
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eficiente (D´Arcangelo y col, 1999; Utsunomiya-Tate y col, 2000; Strasser y 
col, 2004). 
El extremo N terminal de la proteína está altamente glicosilado y cuenta con 
un epítopo de importante función biológica, identificado como CR-50 
(llamado así por el anticuerpo que reconoce y bloquea esta región) 
(D’Arcangelo y col, 1997). La glicosilación es un proceso celular específico, y 
las alteraciones de este mecanismo pueden comprometer la función de la 
reelina (Cuchillo-Ibáñez y col, 2013), como se discutirá en esta tesis. La 
presencia del epítopo CR-50 favorece la formación de los dímeros 
funcionales (Utsunomiya-Tate y col, 2000) (Figura 6). Además, el bloqueo de 
la región N terminal con un anticuerpo dirigido al epítopo CR-50 es capaz de 
neutralizar la actividad de reelina tanto in vivo como in vitro (Del Rio y col, 
1997; Miyata y col, 1997; Nakajima y col, 1997). Los fragmento de reelina 
que carecen del epítopo CR-50, no forman dímeros estables in vitro y 
disminuye su eficacia para disparar su señalización, a pesar de que sea 
posible la unión a su receptor. Probablemente esta región N terminal 
favorece las interacciones electrostáticas necesarias para la formación tanto 
de dímeros como de otro tipo de oligómeros observados in vitro 
(Utsunomiya-Tate y col, 2000; Kubo y col, 2002). 
El extremo N terminal también comparte un 25% de homología con la 
proteína de matriz extracelular F-espondina (dominio denominado SP). Al 
parecer, la presencia del dominio SP favorece la interacción de la reelina con 
integrinas, lo que se asocia con el crecimiento de neuritas (Dulabon y col, 
2000). 
La secuencia central de la reelina presenta ocho repeticiones (R), cada una 
de ellas de 350-390 aminoácidos (D’Arcangelo y col, 1995; Ichihara y col, 
2001). Cada repetición está compuesta de dos sub-repeticiones A y B 
separadas por un dominio similar a EGF en la región central (“EGF-like 
domains” son secuencias proteicas evolutivamente conservadas que están 
presentes en muchas proteínas de secreción) (Figura 6). Las repeticiones 
R3-R6 contienen la región de unión a los receptores ApoER2 y VLDLR, así 
como a otras proteínas de transmembrana como el APP (Jossin y col, 2004,  
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Figura 6: A. Estructura proteica de la reelina. El gen de la reelina codifica una proteína de 
3461 aminoácidos. Tras sus modificaciones postraduccionales, resulta una glicoproteína 
con un peso molecular relativo de 420 kDa. El extremo N terminal contiene un péptido 
señal y un dominio similar a F espodina (SP), que se continúa con una región única (H), 
donde se encuentran los epítopos reconocidos por los anticuerpos 142, G10 y CR-50. La 
región central está formada por 8 repeticiones (R1-R8) separadas por una región similar a 
EGF (EGF-like domain), estando R8 involucrada en la secreción de la reelina. Finalmente, 
hay una región altamente básica en el extremo C terminal, que incrementa la eficiencia de 
la activación de la cascada de señalización. El procesamiento proteolítico de la reelina 
mediado por metaloproteasas, ocurre en la zona N terminal (N-t), entre las repeticiones 
R2B-R3A, y en la zona del carboxilo terminal (C-t), entre las repeticiones R6B y R7A. 
Como resultado de éste procesamiento, se generan cinco fragmentos que se nombran de 
acuerdo a su composición. A la derecha, se indica el tamaño relativo de cada uno de ellos 
observados con SDS-PAGE (Figura adaptada de Yasui y col, 2011 y Jossin y col, 2004). 
 
 
Hoe y col, 2006a; Hoe y col, 2009). Los residuos de cisteínas presentes en 
estas repeticiones están implicados en la formación de los dímeros 
covalentes de reelina. En particular, se ha observado que cuando la cisteína 
ubicada en la repetición R5, altamente conservada en diferentes especies, 
es sustituída por otros aminoácidos mediante mutagénesis dirigida, la 
dimerización de la reelina se ve impedida. Además, estos mutantes de 
reelina son incapaces de activar la cascada de señalización en cultivos 
neuronales primarios. Esto demuestra que la formación de dímeros estables 
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son fundamentales para que la reelina ejerza su función biológica (Yasui y 
col, 2011). 
La repetición R8 está involucrada en la secreción celular de la reelina (De 
Bergeyck y col, 1997). Finalmente, el fragmento C terminal, altamente 
básico, está involucrado en facilitar la activación de la cascada de 
señalización a través del adaptador citoplasmático Dab1 (Nakano y col, 
2007) (Figura 6). 
 
3.3.  El procesamiento proteolítico de reelina 
Una vez secretada, la reelina es rápidamente proteolizada en 
regiones próximas a los extremos N y C terminales. Este procesamiento 
ocurre in vivo y es modulado por diferentes proteasas (Kohno y col, 2009; 
Lambert de Rouvroit y col, 1999). Hasta ahora, se han identificado 
metaloproteasas de la familia ADAMT (del inglés, “A Disintegrin and 
Metalloproteinase with thrombospondin motifs”, una familia de proteasas de 
la matriz extracelular que se secretan) (ADAMT4 y ADAMT5) y serin-
proteasas de la familia tPA que participan en el procesamiento in vitro de la 
reelina (Krstic y col, 2012; Hisanaga y col, 2012). Como producto de este 
procesamiento se han detectado 5 fragmentos (Figura 6), que presentan una 
abundancia relativa diferente dependiendo del tejido estudiado (Jossin y col, 
2004; Smalheiser y col, 2000). Estos fragmentos se hacen visibles en 
electroforesis en condiciones desnaturalizantes donde se identifican los 
fragmentos proteicos con diferentes tamaños moleculares (Figura 6). 
Aunque todavía no está aclarada cuál es la función fisiológica de estos 
fragmentos los estudios realizados in vitro sugieren que podría existir un 
vínculo entre el procesamiento de la reelina y su desempeño biológico 
(Jossin y col, 2004; Nakano y col, 2007; Chameau y col 2009). Al parecer, 
los productos de procesamiento de la proteína también contribuyen a la 
formación de estructuras oligóméricas que podrían interferir con los dímeros 
funcionales (Utsunomiya-Tate y col, 2000; Kubo y col, 2002). Existen 
estudios que demuestran que los niveles proteicos de reelina, sus 
Introducción. Capítulo 3 
 
- 34 - 
modificaciones postraduccionales y el procesamiento proteolítico se 
encuentran alterados en varios desordenes cerebrales incluyendo la EA 
(Fatemi y col, 2001; 2005; Botella-López y col, 2006; 2010; Herring y col, 
2012). 
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CAPÍTULO 4:  La reelina y su cascada de señalización 
 
4.1.  Los receptores de la reelina 
Si bien los dos receptores de reelina ApoER2 y VLDLR pueden 
desempeñar diferentes funciones, sólo los ratones doble knockout presentan 
un fenotipo similar a reeler (ver Apéndice), lo que sugiere que, in vivo, la vía 
principal de acción de la reelina es la que involucra a estos receptores (Hack 
y col, 2007).  
ApoER2 y VLDLR son miembros de la familia de receptores de lipoproteínas 
(LDLR). Junto a sus ligandos, estos receptores tienen una importante 
función no sólo durante el desarrollo, sino también modulando procesos 
biológicos en el cerebro adulto, y sus alteraciones se asocian a diversas 
patologías (Wilnow y col, 1999; Marzolo y Farfán, 2011). Esta familia de 
receptores son glicoproteínas de transmembrana del tipo I y comparten 
similitudes en su estructura que incluye un gran dominio extracelular, un 
dominio de transmembrana y una cola citoplasmática relativamente corta 
(Figura 7).  
VLDLR tiene un papel importante en el metabolismo de partículas ricas en 
triglicéridos. Sin embargo, la disrupción homocigota del gen VLDLR en 
ratones no altera el perfil lipoproteico, pero sí ocasiona deficiencias 
cerebrales que se asocian a la hipoplasia cerebelar. En humanos, la 
deficiencia de VLDLR es la causa del síndrome del desequilibrio que se 
caracteriza con un moderado a profundo retraso mental y ataxia 
(D´Arcangelo y col, 1999; Hiesberger y col, 1999). En el cerebro adulto este 
receptor está involucrado en controlar la función sináptica, lo que resulta 
relevante a nivel de cognición, aprendizaje, memoria y supervivencia 
neuronal (Herz y Chen, 2006). El gen VLDLR está codificado por 19 exones 
y presenta procesamiento alternativo (o splicing) del ARNm. La variante de 
splicing más común expresada en el cerebro es la que carece del exón 16 
que codifica para el dominio de O-glicosilación. El receptor VLDLR no está 
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asociada a dominios lipídicos de raft en la membrana plasmática, lo que 
influye en el procesamiento y el tráfico del receptor (Martensen y col, 1997; 
Iijima y col, 1998). 
         
 
Figura 7: Representación esquemática de la familia de los receptores LDL. Todos ellos 
comparten estructuras comunes, entre otras el dominio de unión a ligando, compuesto de 
varias repeticiones complementarias (LA). ApoER2 presenta un splicing alternativo en el 
dominio de unión a ligando, siendo las repeticiones LA1-3,7-8 las fundamentales para su 
unión con la reelina. VLDLR presenta 8 repeticiones LA para su interacción con la reelina. 
El dominio de unión a ligando se continúa con un dominio homólogo al EGF (EGF-like 
domain), que estabiliza la unión del ligando y junto al dominio YWTD modulan el reciclaje 
de estos receptores. El dominio de O-glicosilación es reconocido por metaloproteasas. La 
cola citoplasmática contiene al menos un motivo NPXY que interacciona con proteínas 
adaptadoras intracelulares que contienen dominios de unión a fosfo-tirosinas (PTD). La 
interacción con las proteínas adaptadoras regula el tráfico y la vía de traducción de 
señales. (LDLR: receptor de lipoproteína de baja densidad; Meg: Receptor de megalina; 
LRP: proteína receptora relacionada al receptor de LDL). Figura adaptada de Larios y 
Marzolo, 2012. 
 
ApoER2 está expresado en neuronas, glía radial, células endoteliales y 
tejidos epiteliales, así como en los plexos coroideos y epidídimo (Kim y col, 
1996; Riddell y col, 1999; Luque y col, 2003; García-Miranda y col, 2010). 
Inicialmente, se pensaba que ApoER2 participaba únicamente en regular la 
homeostasis del colesterol en el SNC. Sin embargo, estudios realizados más 
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tarde, mostraron que la principal función de este receptor en el cerebro 
embrionario y adulto es iniciar la ruta de señalización de la reelina 
(D´Arcangelo y col, 1999). 
Al igual que VLDLR, ApoER2 está sujeto a splicing, aunque de una manera 
mucho más compleja. ApoER2 esta codificado por 20 exones. En todas las 
variantes expresadas en el SNC se da el splicing alternativo del exón 5 que 
codifica las repeticiones LA 4-6 (Brandes y col, 1997) y tanto el exón 7 como 
el 16 también pueden presentar splicing alternativo. El exón 7 codifica para 
la repetición LA-8, con un sitio de reconocimiento a furina, mientras que el 
exón 16 codifica el dominio de O-glicosilación (Figura 7). Por último, el exón 
19, ubicado en la región citoplasmática del receptor también puede presentar 
splicing alternativo. Este exón interacciona con proteínas adaptadoras que 
se asocian al receptor glutamatérgico NMDA (N-metil-D-Aspartato) y, al 
parecer, participaría en la modulación de aprendizaje y memoria inducidos 
por la reelina, como se discutirá en el Capítulo 5. 
Una proporción de receptores ApoER2 parece residir en regiones de la 
membrana plasmática ricos en dominios rafts, lo que influiría en la 
señalización y el tráfico de éste receptor (Ridel y col, 2001, Cuitino y col, 
2005; Duit y col, 2010). 
 
4.1.1.  Los receptores de la reelina y su procesamiento proteolítico 
La actividad biológica de esta familia de receptores está modulada por 
su procesamiento proteolítico. El procesamiento proteolítico es un evento 
que parece estar modulado por la unión al ligando extracelular aunque 
también, en una minoría, podría ocurrir de manera espontánea (Hoe y 
Rebeck, 2005). El estado de glicosilación de los receptores también parece 
influir en el procesamiento. Ambos receptores presentan variantes de 
splicing en la región de O-glicosilación, y ello los puede hacer más o menos 
susceptibles al corte proteolítico por secretasas (May y col, 2003). La 
regulación del procesamiento proteolítico de estos receptores puede tener 
diversos efectos en la función celular. 
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4.1.1.1. El procesamiento por las metaloproteasas y la generación de 
fragmentos solubles extracelulares 
En el procesamiento de los receptores ApoER2 y VLDLR intervienen 
las secretasas que también procesan al APP (ver Capítulo 1). El domino 
extracelular se procesa por metaloproteasas de la familia ADAMs (α-
secretasas) y en el caso de algunas variantes de splicing, también por furina 
(una proteasa de la familia “subtilisin-like proprotein convertase”). Después 
de este corte se genera un fragmento soluble extracelular (Figura 8) (Garcia-
Touchard y col, 2005). En cultivo de neuronas corticales de ratón se ha 
observado que el fragmento soluble del ApoER2, cuando es generado por 
furina, tiene la capacidad de unirse a la reelina, e interferir así en su unión al 
receptor de membrana, bloqueando la cascada de señalización (Koch y col, 
2002). Este procesamiento podría intervenir en la regulación de la 
señalización de la reelina tanto en cerebro adulto como durante el desarrollo 
embrionario. 
El corte por la α-secretasa deja anclado a la membrana el fragmento 
carboxilo terminal (CTF), que es posteriormente cortado por la γ-secretasa 
(Figura 8) (Lui y col, 2009; Willnow, 1999). El tratamiento con inhibidores de 
la α-secretasa disminuye no sólo los niveles del ApoER2 soluble 
extracelular, sino también los fragmentos carboxilo terminal que remanen 
anclados a la membrana (Hoe y col, 2007). Esto confirma que el 
procesamiento secuencial de los receptores de reelina por las secretasas se 
inicia por la acción de la α-secretasa  
 
4.1.1.2.  La γ-secretasa y la generación del fragmento intracelular 
En diversos receptores de la familia LDL, tras el procesamiento por 
ADAMs, queda un fragmento anclado a la membrana. Este hecho fue puesto 
de manifiesto por estudios del grupo de Herz (May y col, 2002), donde 
observaron la acumulación de pequeños fragmentos de 25 y 18 kDa del 
receptor LRP en cultivo primario de neuronas de rata, tratado con inhibidores 
de la γ-secretasa. La acumulación de estos dos fragmentos correspondió a 
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dos variantes de splicing del receptor. Este procesamiento también fue 
observado para el ApoER2, en donde se observó una mayor acumulación 
del fragmento CTF cuando los modelos celulares eran inducidos con 
ligandos del receptor como la propia reelina, α2-macrogobulina o ApoE (Hoe 
y Rebeck, 2005; Hoe y col, 2006a). 
 
 
 Figura 8: Descripción general del procesamiento proteolítico de receptores de reelina. 
Inicialmente, el receptor es procesado por metaloproteasas de la matriz extracelular; 
generando un fragmento extracelular soluble. Luego, el fragmento del receptor que 
permanece asociado a la membrana (CTF) es procesado por el complejo γ-secretasa 
generándose un fragmento intracelular soluble (ICD). El procesamiento proteolítico de estos 
receptores ocurre después de la unión a la reelina, aunque también, en un pequeño 
porcentaje es procesado constitutivamente. Los fragmentos CTF e ICD pueden interactuar 
con adaptadores u otras proteínas celulares regulando diversas rutas de señalización. 
Figura adaptada de Larios y Marzolo, 2012. 
 
El corte del CTF por la γ-secretasa libera un fragmento soluble intra-
citoplasmático (ICD; del inglés intracellular cytoplasmatic domain) (Figura 8). 
Este fragmento ICD podría modular varias funciones intracelulares mediante 
la interacción con diferentes proteínas citoplasmáticas (Hoe y col; 2006 a-c; 
May y col, 2003). Incluso puede migrar a la región nuclear donde actúa 
modulando la expresión de genes (May y col, 2002; Balmaceda y col, 2013), 
de manera similar a lo que ocurre con otros sustratos de la γ-secretasa, 
como la proteína APP o Notch. 
Como se ha comentado, el procesamiento por la acción de γ-secretasa 
genera fragmentos intracelulares de sus sustratos que participan en varias 
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respuestas celulares. En el cerebro, el corte por la γ-secretasa de N-
cadherinas, Notch e incluso APP, participa en procesos neuronales tales 
como la sinaptogénesis, la transmisión sináptica y el crecimiento de neuritas. 
Además, como vimos en el Capítulo 2, la actividad de la γ-secretasa se 
encuentra alterada en algunas formas de Alzheimer familiar, con mutaciones 
sobre las presenilinas. En la EA esporádica también se presume una 
alteración en la actividad γ-secretasa, que generaría más procesamiento 
amiloidogénico del APP. Por lo que sería interesante analizar de qué manera 
la actividad de la γ-secretasa puede intervenir en el procesamiento de los 
receptores de la reelina y, en consecuencia regular su ruta de señalización, 
procesos que podrían estar alterados en la patología de la EA. 
 
4.2.  Reelina y su señalización celular 
Los estudios bioquímicos y genéticos realizados en ratones reeler o 
tipo reeler han permitido dilucidar la vía de señalización celular de la reelina. 
Una importante conclusión es que en ratones que presentan la cascada de 
señalización de reelina alterada, la proteína tau se encuentra en un estado 
hiperfosforilado (Hiesberger y col, 1999). Esto condujo a la identificación de 
una vía dependiente de la reelina capaz de modular la activación de 
proteínas del citoesqueleto, como tau. 
La traducción de la señal mediada por la reelina no requiere la presencia de 
co-receptores adicionales (Jossin y col, 2003). En cultivos celulares, es 
suficiente la expresión de la reelina, sus receptores ApoER2/VLDLR y la 
proteína adaptadora Dab1 para reconstruir la vía de señalización de la 
reelina (Mayer y col, 2006), indicando que estos son los componentes claves 
que traducen su señal intracelular. 
La interacción de reelina con sus receptores promueve el reclutamiento de 
Dab1 (Figura 9) (Howell y col, 1999; 2000; D´Arcangelo y col, 1995). Dab1 
es una molécula adaptadora intracelular que se expresa en neuronas que 
responden a la reelina. Su función como molécula adaptadora consiste en 
formar complejos de señalización mediante interacciones proteína-proteína 
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(Howell y col, 1997b). A través de su dominio PTB (dominio de unión de 
fosfotirosinas N terminal) Dab1 interactúa con fosfolípidos de la membrana 
plasmática ricos en fosfoinositoles y con proteínas de transmembrana que 
contengan los motivos NPXY, como ApoER2 y VDLR (Figura 9). La 
interacción entre los dominios PTB-NPXY resulta fundamental para 
desencadenar una señal intracelular (Figura 9.a) (Stolt y Bock, 2006; 
Trommsdorff y col, 1998). De este modo, la interacción entre Dab1 y 
ApoER2/VLDLR, facilita que Dab1 se aproxime a las regiones de 
membranas enriquecidas en quinasas de la familia tirosina quinasas src 
(SFK) y resulta fosforilado (Figura 9.b) (Jossin y col, 2003; Howell y col, 
1997b). Dab1 contiene una región con 5 residuos de tirosinas, de las cuales 
dos (Y198 y Y220) son fosforiladas en respuesta a la reelina (Tissir y 
Goffinet, 2003). 
Dab1 fosforilado será capaz de modular la activación de diferentes rutas de 
señalización (Figura 9). Una de estas rutas se inicia con la activación de la 
quinasa citosólica fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), (un regulador central de 
varias funciones celulares) e induce la activación de la vía Akt/PKB (proteína 
quinasa B) (Figura 9 c). Esta ruta culmina con la fosforilación y consecuente 
inactivación, de la quinasa GSK-3β, una de las principales quinasas que 
fosforila a la proteína tau, como se comentó en el Capítulo 1 (Beffert y col, 
2002, Ballif y col 2003, Bock y col, 2004). 
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Figura 9.  Ruta de señalización de la reelina. La unión de dímeros de reelina a sus 
receptores recluta a la molécula adaptadora Dab1 (a.) e induce su fosforilación mediante 
la familia tirosin-quinasas SFK (b.) activando vías de señalización alternativas. La vía 
PI3K, Akt/PKB (c.) finaliza con la inhibición de la quinasa GSK-3β, una de las principales 
quinasas que fosforilan a la proteína estabilizadora de microtúbulos tau. Otras rutas 
alternativas activadas por Dab1, son las de las quinasas Crk (d.), LIM1 (e.) y Lis1 (f.). 
Todas estas vías están implicadas en la dinámica de microtúbulos y microfilamentos del 
citoesqueleto. Además, la unión reelina-ApoER2 también puede regular la activación de 
los receptores NMDA. El dominio citoplasmático de ApoER2 interactúa con el receptor 
NMDA a través de la proteína post-sináptica PSD-95 (g.). Esta interacción favorece la 
fosforilación del receptor glutamatérgico (h.). La activación de receptores NMDA (NMDAR) 
regula los procesos neuronales involucrados en aprendizaje y memoria (i.). Figura 
adaptada de Herz y Chen, 2006. 
 
Otra de las rutas de señalización moduladas por Dab1 fosforilado involucra 
el reclutamiento de la familia de quinasas Crk y de la quinasa LIM (Figura 9. 
d-e). Ambas vías están involucradas en modular la dinámica del 
citoesqueleto mediante la redistribución de la actina (Bior y Ballif, 2013). A 
través del receptor VLDLR, la fosforilación de Dab1 también puede reclutar a 
proteínas involucradas en regular la dinámica de microtúbulos, como el 
complejo de lisencefalina 1 (LIS1) (Figura 9.f). Esta ruta activada por la 
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reelina participa en la regulación de la migración neuronal y en la laminación 
cortical (Assadi y col, 2003). 
Después de la unión a la reelina y de la fosforilación de Dab1, los receptores 
de la reelina son internalizados mediante vesículas recubiertas de clatrina, 
comenzando su vía de degradación (Riddel y col, 2001; Cuitino y col, 2005); 
aunque estos aspectos están en discusión (Sun y Soutar, 2003).  
Como se menciona en la sección 4.2 de este capítulo, estos receptores 
presentan una distribución diferente en la membrana plasmática. En el 
cerebro, parece ser que ApoER2 está mayoritariamente anclado a los 
dominios raft de la membrana (Riddel y col, 2001), mientras que VLDLR no 
se encuentra asociado a estas regiones (Duit y col, 2010). La distribución de 
los receptores en la membrana plasmática podría influir sobre la regulación 
de la señalización de la reelina en el cerebro.  
Finalmente, Dab1 fosforilado recluta a ligasas de ubiquitina e induce su 
poliubiquitinación, degradándose mediante la vía del proteosoma (Arnaud y 
col, 2003; Bock y col, 2004). La degradación de Dab1 puede ser también un 
factor importante en la regulación de la señalización de la reelina.  
En resumen, la cascada de señalización activada por la reelina 
mediante sus receptores ocurre mediante el reclutamiento y la fosforilación 
de Dab1. De este modo, se activan diversas rutas de señalización que 
modulan la dinámica de microtúbulos y la función neuronal. 
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CAPÍTULO 5: La reelina y la enfermedad de Alzheimer 
 
5.1.  Función de la reelina en la plasticidad sináptica en adultos 
El neurotransmisor glutamato y su receptor NMDA están involucrados 
en numerosas funciones dentro del sistema nervioso, teniendo un papel 
clave en la plasticidad sináptica. Estos receptores activan y consolidan la 
sinapsis, mediante mecanismos de plasticidad. La potenciación a largo plazo 
(LTP), una forma de plasticidad sináptica que está en la base de los 
procesos de aprendizaje y memoria en el cerebro adulto, también implica la 
activación de los receptores NMDA en el hipocampo.  
La reelina modula la función de los receptores glutamatérgicos de tipo 
NMDA a través de la interacción con su receptor ApoER2 (Chen y col, 2005). 
Esto es posible porque existe una asociación física entre el ApoER2 y el 
receptor NMDA. Ambos receptores co-inmunoprecipitan en modelos 
celulares, y colocalizan en las densidades post-sinápticas de regiones CA1 
de hipocampo (Hoe y col, 2006 b; Beffert y col, 2005). Esta interacción entre 
el receptor de NMDA y el ApoER2 se produce a través de la proteína post-
sináptica PSD-95 (Figura 9.g), que permite el reclutamiento de proteínas, 
entre ellas, quinasas de la familia SFK (Figura 9.h) (Hoe y col, 2006 b). Estas 
quinasas activarían al receptor NMDA por fosforilación en sus subunidades 
NR2A y NR2B (Hoe y col, 2006 b). La activación de los receptores NMDA 
regula además del flujo de iones K+ y Na+, el flujo de Ca2+ intracelular (Figura 
9.i), lo cual dispara una cascada de sistemas de segundos mensajeros que 
inducen acciones muy diversas, tales como la regulación de la expresión de 
genes involucrados en procesos sinápticos (Chen y col, 2005; Beffert y col, 
2006).  
La capacidad que tiene la reelina de modular la función sináptica y la 
plasticidad refuerza aún más la hipótesis de que una alteración en su ruta de 
señalización podría formar parte de los mecanismos alterados en 
desordenes neurológicos y neuropsiquiátricos. Se ha observado que el 
tratamiento de regiones de hipocampo con Aβ altera la sinapsis, afectando la 
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activación de los receptores NMDA. Sin embargo, este efecto se revierte 
cuando las neuronas son incubadas posteriormente con la reelina 
(Durakogligil y col, 2009). Al parecer, la reelina antagoniza el efecto que 
tiene el Aβ sobre la sinapsis. De este modo, tanto un incremento de Aβ, 
como sucede en la EA, o una alteración en la señalización de la reelina, o 
ambos efectos juntos, podrían alterar la plasticidad sináptica, llevando a una 
disfunción neuronal. 
 
5.2.  La reelina y su vínculo con la enfermedad de Alzheimer 
La primera asociación entre la reelina y la EA se manifestó por la 
observación de una hiperfosforilación en la proteína tau tanto en los ratones 
reeler como en el doble knock-out para los receptores ApoER2/VLDLR 
(Hiesberger y col, 1999). Diversos autores recogen en sus publicaciones 
evidencias que muestran el vínculo existente entre la reelina y la EA (Botella-
López y Sáez-Valero, 2008; Knuesel, 2010; Folson y Fatemi, 2013). 
Apoyando estos resultados, se ha observado que tanto la proteína reelina 
como su trascrito están aumentados en la corteza frontal de pacientes con 
EA (Sáez- Valero y col, 2003, Botella- López y col, 2006; 2010).  
Nuestro grupo de investigación ha demostrado que la reelina presente en 
LCR está incrementada en pacientes con un diagnóstico clínico temprano de 
Alzheimer, respecto a los casos controles de edad semejante (Sáez- Valero 
y col, 2003, Botella- López y col, 2006). Este aumento en los niveles de la 
reelina en el LCR de pacientes con la EA se correlaciona positivamente con 
el incremento de la proteína tau, un marcador clásico de la patología 
(Botella- López y col, 2006).  
La primera evidencia que demostró la relación entre la reelina y el Aβ, se 
manifestó en un modelo de ratón doble transgénico APP/PS1 que además 
de sobre-expresar el péptido Aβ, genera placas amiloide. En dicho modelo 
de ratón se ha demostrado la presencia de la reelina en las placas amiloides 
del hipocampo (Wirths y col, 2001). Aun más, nuestro grupo demostró que la 
corteza cerebral de modelos de ratones Tg2576 (un modelo que 
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sobreexpresa APP conteniendo una mutación caracterizada como “Swedish 
mutation”) presenta niveles elevados de la proteína reelina (Botella-López y 
col, 2010). Todas estas evidencias sugieren que es posible que la alteración 
en el metabolismo del APP promueva a su vez una expresión alterada de la 
reelina en el cerebro de personas con Alzheimer.  
En paralelo, se ha observado que durante un envejecimiento no patológico, 
los agregados proteicos presentes en regiones corticales de roedores y 
primates están enriquecidos de agregados de reelina (Knuesel y col, 2009; 
Madhusudan y col, 2009; Doehner y col 2010). Asociado al envejecimiento 
no patológico estos agregados colocalizan con placas amiloides no fibrilares.  
Para poder responder si el metabolismo amiloide anormal es el responsable 
de las alteraciones en la expresión de la reelina asociadas a la EA, nuestro 
grupo analizó los niveles de la proteína en corteza de personas con el 
síndrome de Down (Botella López y col, 2010). En Capítulo 2 se ha discutido 
que la mutación que provoca el síndrome de Down causa una 
sobreexpresión de APP y en consecuencia, se ven incrementados sus 
fragmentos proteolíticos incluyendo el Aβ. De hecho, una gran parte de las 
personas con síndrome de Down presentan depósitos de placas neuríticas al 
alcanzar la cuarta-quinta década de vida (Mann, 1988). Nuestro grupo 
confirmó que en las regiones corticales de personas con el síndrome de 
Down la reelina muestra un incremento en sus niveles proteicos y 
transcripcionales (Botella- López y col, 2010). 
Pero, ¿de qué modo podría afectar la acumulación de péptidos Aβ la 
expresión de la reelina? Nuestro grupo observó que el tratamiento de 
cultivos celulares con Aβ exógeno determina un aumento en los niveles de 
reelina, pero también influye en su glicosilación (Botella López y col, 2010). 
Este efecto inducido por Aβ in vitro, se correlaciona con las alteraciones en 
el patrón de glicosilación de reelina observadas en muestras humanas de 
EA, tanto a nivel cerebral como en el LCR (Botella López y col, 2006; 2010). 
Estos estudios manifiestan que la presencia de Aβ podría influir sobre la 
expresión y la glicosilación de la reelina en personas con Alzheimer. 
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Primero, respecto a los niveles aumentados de reelina en el cerebro de 
sujetos con EA, es importante señalar que aunque los datos obtenidos por 
algunos grupos de investigación apoyan nuestras observaciones (Kramer y 
col, 2010; Santa-María y col, 2010), existen trabajos que reportan resultados 
contrapuestos, al no encontrar aumentos de reelina en el LCR de personas 
con la EA (Ignatova y col, 2004) e incluso detectan valores disminuidos en 
regiones cerebales de la corteza entorrinal e hipocampo de individuos con la 
EA, o bien en el cerebro de animales transgénicos (Chin y col, 2007; Hoe y 
col, 2009; Herring y col, 2012).  
Dada la correlación existente entre la falta de reelina y la hiperfosforilación 
de tau, si la situación en el cerebro de sujetos de EA fuera de niveles 
disminuidos de la reelina, ésta condición se asociaría con el progreso de la 
enfermedad; mientras que los niveles aumentados de reelina, podrían 
asociarse a una condición ventajosa, tratándose quizás de un mecanismo de 
defensa del cerebro. No obstante, los niveles aumentados de la reelina en 
cerebros de pacientes con la EA se analizan al término de la patología, tras 
años de padecer la misma y es poco probable que en ese estado se 
mantuviera una alta expresión de reelina como parte de un mecanismo 
compensatorio/defensa. En este sentido, el hecho de que la reelina 
aumentada en el cerebro de sujetos con EA presenta glicosilación alterada 
puede ser de máxima relevancia. 
Está ampliamente estudiado que los procesos de glicosilación intervienen no 
sólo en la síntesis y el ensamblaje proteico, sino también en la localización 
subcelular, en la interacción con otras proteínas, en la actividad biológica y 
en la vida media de las glicoproteínas. En este sentido se han descrito 
alteraciones en la glicosilación de diversos tipos de glicoproteínas en 
muestras de personas con la EA (Guevara y col, 1998, Fodero y col, 2001, 
Kanninen y col, 2004, Silveyra y col, 2006). Por lo que podríamos suponer 
que la reelina anormalmente glicosilada presente en el cerebro humano con 
Alzheimer puede presentar una función biológica alterada. Si esto fuera así, 
se establecería una condición desfavorable para la actividad sináptica 
llevando a una disfunción neuronal, y aunque sus niveles estuvieran 
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aumentados en sujetos con EA reflejarían una condición desfavorable que 
podría contribuir al progreso de la enfermedad. 
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4.  HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
En el cerebro adulto la reelina regula, tras unirse a sus receptores 
ApoER2 y VLDLR, procesos involucrados con la formación de la memoria 
LTP y plasticidad sináptica (Chen y col, 2005; Beffert y col, 2005). También 
se ha determinado que cambios en la regulación génica y la expresión de la 
reelina causan déficit cognitivos presentes en varios desordenes 
neuropsiquiátricos (ver revisión de Folson y Fatemi, 2013). Los estudios 
previos realizados en nuestro laboratorio observaron que en muestras de 
LCR y cerebros humanos con Alzheimer la expresión de reelina está 
aumentada y además existen alteraciones en su patrón de glicosilación 
(Sáez-Valero y col, 2003; Botella-López y col, 2006; 2010). También 
observaron que el tratamiento de células en cultivo con el péptido Aβ 
producía una alteración en la expresión y glicosilación similares a la 
encontrada en corteza de EA.  
Queda por determinar que significado y consecuencias puedan tener estos 
niveles aumentados de reelina en el cerebro de enfermos de Alzheimer. Una 
mejor comprensión de los mecanismos de regulación y la interacción con su 
receptor ApoER2 también son claves para la adecuada comprensión del 
papel de reelina en la patología. La reelina se muestra como una proteína de 
alto interés en la EA dado que aparece afectada por el péptido Aβ y su vía 
de señalización, además de regular procesos relacionados con memoria y 
aprendizaje, modula el grado de fosforilación de tau; por lo que reelina 
aparece como una molécula puente entre el péptido Aβ y la proteína tau. 
 Nuestras hipótesis de trabajo se centran en que las modificaciones 
presentes en la reelina, bien de corteza humana EA, bien inducibles in vitro 
en células tratada con Aβ, pueden comprometer su funcionalidad y por tanto 
la actividad biológica derivada de su vía de señalización. Igualmente, el 
procesamiento del receptor ApoER2 de reelina, podría tener un papel 
fundamental en el control de su vía de señalización, pero también 
directamente en la expresión de la propia reelina. 
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De este modo, nos propusimos investigar los siguientes objetivos: 
1. Evaluar si la reelina anormalmente glicosilada encontrada en cerebros 
con Alzheimer e inducible por el péptido Aβ presenta alteraciones en su 
funcionalidad biológica 
Para ello, propusimos analizar los siguientes parámetros: 
i. Analizar los efectos de la glicosilación alterada de la reelina, inducida 
por Aβ, respecto a su dimerización. 
II. Analizar como afectan las alteraciones en la glicosilación de reelina 
en la interacción con su receptor, mediante ensayos de afinidad in 
vitro. 
III. Evaluar la capacidad que tiene la reelina anómala en modular su 
cascada de señalización celular, analizando el estado de fosforilación 
de diferentes componentes de la vía. 
2. Analizar el efecto regulador que ejerce el procesamiento del receptor        
ApoER2 sobre la propia expresión de la reelina.  
Para lo cual, hemos propuesto:  
IV. Estudiar el procesamiento del receptor ApoER2 por la γ-secretasa, 
modulando farmacológicamente la actividad del complejo proteólitico 
mediante inhibidores de su subunidad catalítica, PS1, e investigar si 
este procesamiento presenta efectos sobre la reelina en modelos in 
vitro. 
V. Estudiar el procesamiento del receptor ApoER2 y su efecto sobre la 
expresión proteica y transcripcional de la reelina empleando un 
modelo de raton knock-out de PS1. 
VI. Analizar la traslocación al núcleo del fragmento intracelular del 
ApoER2, generado por el procesamiento por γ-secretasa, y estudiar 
su efecto sobre la expresión génica de la reelina empleando modelos 
in vitro. 
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5.  RESULTADOS 
 
OBJETIVO 1. “La reelina anormalmente glicosilada presenta             
alteraciones en su función biológica” 
Cuchillo-Ibáñez I, Balmaceda V, Botella-López A, Rabano A, Ávila J, Sáez-Valero J. 
Beta amyloid impairs reelin signaling. PlosOne, 2013; 8 (8): e72297. 
 
Sinopsis: 
La reelina es una glicoproteína cuya expresión en cerebro está 
vinculada con la modulación de los procesos de aprendizaje y memoria a 
través de su cascada de señalización. Concretamente, la vía de señalización 
de la reelina modula los estados de fosforilación de la proteína tau, la 
principal proteína que genera los ovillos neurofibrilares, las lesiones 
intracelulares típicas de la EA; así como la actividad de receptores ligados a 
memoria y aprendizaje como los de NMDA. Previamente, nuestro grupo 
reportó niveles elevados de reelina tanto en cerebros como en LCR de 
sujetos con la EA, en comparación con los de individuos sin demencia. 
También se comprobó que el tratamiento con el péptido Aβ modifica la 
glicosilación de la reelina obtenida en cultivos celulares. En este estudio, 
hemos demostrado que las glicoformas de la reelina obtenidas en presencia 
de Aβ tiene una menor capacidad de modular su cascada de señalización, 
fallando en fosforilar a la proteína adaptadora Dab1, que a su vez deja de 
modular la fosforilación de la quinasa GSK-3β y en consecuencia se 
mantiene activa, lo que promueve una mayor fosforilación de la proteína tau. 
Por otra parte, el tratamiento de cultivos primarios de corteza de ratón con 
glicoformas anormales de la reelina también incrementa los niveles de la 
proteína 14-3-3, una proteína que interviene en la modulación por 
fosforilación de diversas proteínas y que, en particular, mantiene activa a la 
quinasa GSK-3β fosforilada. De este modo, determinamos que la presencia 
de una reelina anormalmente glicosilada genera niveles elevados de la 
proteína tau altamente fosforilada.  
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Para descartar que los efectos observados se debieran a la propia presencia 
del péptido Aβ, siempre se procedió a eliminar en lo posible el péptido de 
nuestras preparaciones, aunque nunca podemos estar seguros de que 
mínimas trazas contribuyan de algún modo a alterar la vía de la reelina. De 
cualquier modo también producimos glicoformas de reelina alteradas por un 
método alternativo, independiente de Aβ, un inhibidor de enzimas 
manosidasas. El uso de un inhibidor de manosidas nos permitió contar con 
preparaciones de reelina de glicosilación alterada que también fallaron en 
modular los niveles de fosforilación de tau, lo que apoya que la glicosilación 
anómala de la reelina puede provocar la pérdida de su función. 
 
La ineficiencia que muestran las glicoformas de reelina alterada para activar 
su vía de señalización, probablemente se deba a una afinidad disminuida a 
ApoER2, el principal receptor de reelina en el cerebro adulto. La reelina 
interacciona con sus receptores bajo su forma dimérica, y hemos 
comprobado que la reelina expresada en presencia del péptido Aβ resultó 
ser menos eficiente en formar dímeros covalentes estables, viéndose 
favorecida la aparición de oligómeros de gran tamaño, lo que probablemente 
determina un impedimento en la interacción con su receptor. De igual modo, 
la reelina presente en la corteza de personas con Alzheimer muestra la 
misma tendencia de formar complejos oligoméricos distintos de los dímeros 
funcionales. En resumen, los resultados que hemos obtenido en este trabajo 
sugieren que en el cerebro de sujetos con Alzheimer, a pesar de contar con 
niveles elevados de la reelina, ésta no resultaría funcional, viéndose 
comprometida su ruta de señalización. Esta alteración podría contribuir al 
progreso de la enfermedad, y demuestra la influencia nociva que tiene el 
péptido Aβ sobre la glicosilación y la funcionalidad de la reelina. 
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OBJETIVO 2.  “El procesamiento del receptor de la reelina, ApoER2, 
mediado por la γ-secretasa está implicado en la expresión de 
la propia reelina” 
Balmaceda V, Cuchillo-Ibáñez I, Pujadas L, García-Ayllón MS, Saura CA, Nimpf J, Soriano E, 
Sáez-Valero J. ApoER2 processing by presenilin-1 modulates reelin expresión. FASEB J., 2013; 
doi:10.1096/fj.13-239350fj.13-239350 
 
Sinopsis: 
La transducción celular de la reelina comienza con la unión a su receptor ApoER2, 
una proteína de transmembrana tipo I perteneciente a la familia de receptores de 
lipoproteínas de baja densidad. La unión de la reelina induce el procesamiento secuencial 
del ApoER2, que está mediado por la α-secretasa y la γ-secretasa, enzimas que también 
ejecutan el procesamiento del precursor amiloide APP y de otras proteínas de 
transmembrana tipo I. El procesamiento proteolítico de esta familia de receptores no sólo 
controla la presencia del receptor en la superficie celular, sino que también tiene la 
capacidad de modular diversos procesos celulares involucrados en la transcripción 
genética. En este trabajo hemos observado que la actividad proteolítica de la γ-secretasa 
sobre el receptor ApoER2 también afecta a los niveles transcripcionales y proteicos de la 
propia reelina. En el cerebro de ratones knock-out de PS1, la subunidad catalítica de la γ-
secretasa que genera un fragmento intracelular del ApoER2, hemos detectado un 
aumento en la expresión de la reelina. El uso de una línea celular neuronal nos ha 
permitido modular in vitro los niveles de la reelina, tanto por la inhibición farmacológica de 
la actividad γ-secretasa, como también, mediante la sobreexpresión del receptor ApoER2. 
Atribuimos que dicha modulación se debe no sólo al propio procesamiento por endocitosis 
de receptor y ligando, el cual ocurre tras la unión de la reelina, sino también a 
mecanismos que suceden a nivel genético. 
 
Hemos detectado la presencia del fragmento intracelular del ApoER2, producto del corte 
de la γ-secretasa, en el núcleo celular donde interacciona de forma directa con la región 
promotora del gen de la reelina. Empleando un sistema reportero acoplado al promotor de 
la reelina, hemos observado que el fragmento intracelular del ApoER2 es capaz de 
modular la expresión de dicho promotor. Consecuentemente, el tratamiento de los cultivos 
celulares con un inhibidor de la actividad γ-secretasa disminuye los niveles del fragmento 
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intracelular del ApoER2 en el núcleo celular e incrementa la actividad del sistema 
reportero. Estos resultados nos revelan un mecanismo que regula expresión de la reelina 
en donde interviene la actividad proteolítica de la γ-secretasa. La auto-regulación de la 
reelina mediada por el procesamiento del ApoER2 no había sido estudiada hasta la fecha, 
ya que casi siempre se había considerado el efecto biológico de la reelina sobre células 
distintas a aquellas que la secretan. Este efecto auto-regulador aparece como un 
mecanismo biológico que puede intervenir en procesos neuronales que están modulados 
por la señal de la reelina en el cerebro. 
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ANEXO.  “Los niveles del fragmento soluble del receptor de reelina 
ApoER2 están disminuidos en LCR de pacientes con 
Alzheimer” 
 
A soluble ApoER2 fragment is decreased in Alzheimer disease (AD) cerebrospinal 
fluid (CSF). 
We have attempted to investigate evidences for an impaired Reelin 
signaling in the AD brain by characterizing ApoER2 processing associated to 
ligand binding. Transduction of Reelin signaling in neurons begins after Reelin 
binds to ApoER2, this binding inducing the clustering (Strasser et al., 2004) and 
the proteolytic processing of the receptor (Rebeck et al., 2006). ApoER2 appears 
to be the dominant Reelin receptor in the forebrain, participating of the modulation 
of synaptic plasticity and memory formation (Beffert et al., 2005). The cleavage of 
ApoER2 induced by Reelin binding is carried out by the sequential action of α- and 
γ-secretases (Duit et al., 2010; May et al., 2003; Rebeck et al., 2006). 
Here we demonstrate that cleavage of ApoER2 indeed takes place in presence of 
Reelin, generating a soluble polypeptide receptor fragment. Using an anti-ApoER2 
antibody 186, raised to the entire ligand binding domain (Strasser et al., 2004), we 
characterized an immunoreactive fragment of ~66 kDa in the culture medium of 
SH-SY5Y neuroblastoma cells treated with recombinant Reelin. The existence of a 
secreted soluble ApoER2 fragment, consisting of the entire ligand-binding domain 
that can act in a dominant-negative fashion in the regulation of Reelin signaling 
has been previously demonstrated (Koch et al., 2002). This soluble 66 kDa 
ApoER2 fragment was assessed in CSF from AD and non-disease control (ND) 
subjects. Two immunoreactive bands of 66 and 55 kDa were observed in all CSF 
samples analysed (Fig.1 panel A).  In all cases, the 66 kDa ApoER2 fragment was 
the most abundant. A significant (~56%) decrease in this 66 kDa ApoER2 
fragment was observed in AD cases, compared to ND subjects (p= 0.02; Fig. 
panel B). Interestingly, no changes were observed in the total amount of Reelin 
(Fig. panel C), while an alteration in Reelin glycosylation in the CSF of AD patients  
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Figure 1. An ApoER2 soluble fragment present in CSF is decreased in Alzheimer subjects. 
(A) The appearance of a soluble ApoER2 fragment, containing the ligand binding domain, in the 
culture medium of cells was monitored with the anti-ApoER2 antibody 186 in SH-SY5Y cells 
treated with recombinant Reelin (R-Reel) from transfected HEK-293 cells (NT, non treated). (B) 
Representative blot and densitometric quantification of the 66 kDa soluble fragment of ApoER2, 
assayed with the antibody 186 in CSF samples from non-dement (ND) and Alzheimer disease (AD) 
subjects. (C) Total immunoreactivity from  the CSF samples of the full-length 420 kDa Reelin and 
the 310 and 180 kDa Reelin fragments. (D) Reelin glycosylation pattern was evaluated by lectin 
binding assay with immobilized lectins Con A and LCA. The levels of unbound Reelin were 
determined by Western blotting. Reelin LCA/Con A ratio was estimated for the major Reelin 
fragment as the % 180 kDa Reelin unbound to LCA / % 180 kDa Reelin unbound to Con A (in all 
samples the full-length 420 kDa Reelin and the two N-terminal  310 and 180 kDa fragments exhibit 
a similar tendency of binding to the lectins). Values are means ± SEM; t-test, *p< 0.05. 
was demonstrated by a lectin-binding assay based in mannose specific lectins 
(Fig. 1 panel D). Reelin glycoforms from ND CSF patients bind strongly to Con A 
and more weakly to LCA; whereas in AD, the affinity of Reelin glycoforms for LCA 
is similar or higher than for Con A. In previous studies (Botella-López et al., 2006; 
2010), differences in the binding affinities of the Reelin glycoforms, expressed as a 
ratio of the Reelin that does not bind LCA respect to the Reelin that does not bind 
to Con A, has provided a discrimination factor between the AD and ND groups 
(Fig.1 panel D). We can speculate that the decreased levels of the soluble 
ApoER2 fragments in the CSF in AD reflects a lower post-Reelin-binding 
processing of ApoER2, and favors the hypothesis that Reelin signaling pathway is 
impaired in the AD brain. 
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Material and Methods 
Cell cultures  
SH-SY5Y cells were seeded in 75 cm2 flasks at a density of 8×104 cells/flask and 
cultured in DMEM supplemented with Glutamax (Invitrogen), 10% heat-inactivated 
fetal calf serum, 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL streptomycin. To differentiate 
the cells, serum was reduced to 3% and 3 doses in 5 days of 10 µM all-trans-
retinoic acid (Sigma) were added. Serum was further reduced to 0.5% and 50 
ng/ml brain-derived neurotrophic factor (Sigma) was added for 1 day. 
Recombinant Reelin protein was collected from the media of transfected HEK-
293T cells expressing human Reelin (gift from T. Curran). The supernatant was 
centrifuged for 5 min at 1,000×g and stored at -80ºC. 
Collection of human CSF and human brain samples 
This study was approved by the local ethics committees of all the centres involved 
and was carried out in accordance with the Declaration of Helsinki. Antemorten 
CSF samples were collected from patients at the “Hospital Clínico San Carlos” 
(Madrid, Spain), diagnosed for probable Alzheimer’s type dementia following the 
DSM-VI criteria (American Psychiatric Association, 1994) and the criteria 
established by the Working Group of the National Institute of Neurological and 
Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) and the Alzheimer’s Disease and 
Related Disorders Association (ADRDA) (McKhann et al., 1984). 10 probable AD 
cases (77 ± 2 years) and 8 non demented (ND) controls (72 ± 3 years) were 
analysed. CSF aliquots were stored at -80ºC until use. 
Western Blotting and antibodies  
CSF samples (50 µl) were boiled for 3 min, and then resolved for Reelin on 6% 
polyacrylamide gels. Proteins were blotted onto nitrocellulose membranes and 
incubated with the anti-Reelin 142 antibody (Merck Millipore). ApoER2 soluble 
fragment (antibody 186, from J. Nimpf) was detected by Western blot following 
resolution on 10% polyacrylamide gels. The signal was visualized by ECL (GE 
Healthcare Life Science) and analyzed using Science Lab Image Gauge v3.0 
software (Fujifilm).  
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Lectin binding analysis of Reelin 
Aliquots (100 µl) of CSF were mixed with 40 µl of immobilized lectins that 
recognize mannosyl residues, but with subtle differences in their structure 
(Canavalia ensiformis, Con A, and Lens culinaris agglutinin, LCA, from Sigma-
Aldrich), thus allowing to study fine differences in complex carbohydrate 
structures, and incubated overnight at 4°C. Unbound Reelin was separated by 
centrifugation and examined by Western blotting.  
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6.  DISCUSIÓN 
Los resultados que se han presentado en esta tesis nos han permitido 
avanzar en el estudio de la alteración en la señalización de la reelina en el 
cerebro de personas con Alzheimer, donde hemos evaluado las 
consecuencias fisiopatológicas de la alteración en la expresión y 
procesamiento de reelina en el cerebro de sujetos afectados por de la 
demencia.  
Esta Tesis agrupa dos estudios, 1) el efecto del péptido Aβ sobre la 
glicosilación y dimerización de reelina, que conduce a una alteración en su 
cascada de señalización (Cuchillo-Ibánez y col, 2013) y 2) los mecanismos 
que modulan la expresión génica de la reelina, los cuales derivan del 
procesamiento del receptor de la reelina, el ApoER2 (Balmaceda y col, 
2013). Además, hemos incluido un Anexo conteniendo datos adicionales, 
todavía sin publicar, sobre la determinación de fragmentos derivados del 
procesamiento del receptor ApoER2. Hacemos referencia a estos datos con 
el fin de dar una visión más global de nuestros hallazgos. 
Las bases de este estudio provienen de trabajos previos de nuestro 
laboratorio, en donde se observó que la reelina extraída de cerebros de 
personas con la EA presenta una expresión alterada, mostrando aumentos 
en sus niveles de proteína y transcrito, y manifestando además una 
glicosilación anómala (Sáez-Valero y col, 2003; Botella-López y col, 2006; 
2010). Algo semejante se observó en cerebros de sujetos con síndrome de 
Down (Botella-López y col, 2010), en donde la sobreexpresión del gen de 
APP, localizado en el cromosoma 21, afectado por la trisomía, incrementa 
los niveles de Aβ. Esto señalaba al Aβ como un posible inductor de los 
cambios observados en la reelina en la EA, lo que fue corroborado en líneas 
celulares neuronales tratadas con el péptido Aβ. Se observó que el 
tratamiento con el péptido incrementaba los niveles de la reelina y además 
inducía un cambio en su patrón de interacción con lectinas, de manera 
semejante a lo observado en la reelina extraída de cerebros de pacientes 
con EA (Botella-López y col, 2010). La glicosilación es posiblemente la 
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modificación postraduccional más común, y también la más compleja. Este 
proceso interviene en el plegamiento, el tráfico celular, la ubicación final y la 
funcionalidad de las glicoproteínas. Además de nuestros estudios, otros 
grupos también han reportado alteraciones en el patrón de glicosilación de 
diversas proteínas presentes en cerebro de enfermos de EA (Sáez-Valero y 
col, 1997; Guevara y col, 1998; Sáez-Valero y Small, 2001; Fodero y col, 
2002; Kanninen y col, 2004; Sihlbom y col, 2008; Schedin-Weiss y col, 
2014). Sin embargo, hasta la fecha no existen datos concluyentes sobre si 
en la patología de EA los mecanismos postraduccionales de glicosilación 
están afectados.  
Dado que cada tipo celular tiene un mecanismo de glicosilación propia, 
tampoco podemos obviar que si la proporción de distintos subtipos de 
neuronas que expresan la reelina cambia en el cerebro patológico, sería 
posible que esto condujera a cambios en el patrón de glicosilación de las 
proteínas observadas en LCR o extractos cerebrales. Sin embargo, la 
glicosilación de la reelina se encontró modificada en el monocultivo de la 
línea celular SH-SY5Y tratada con Aβ (Botella-López y col, 2010). Estas 
observaciones son indicativas de que el péptido β-amiloide promueve 
alteraciones en la glicosilación celular de la reelina; queda por determinar el 
mecanismo por el que ejerce este efecto.  
Una importante cuestión que se originó tras estos estudios. y en la que 
centramos nuestro interés, fue si los cambios en glicosilación de la reelina 
comprometían su funcionalidad biológica. 
En el trabajo de Cuchillo-Ibáñez y col, 2013, hemos comprobado que la 
reelina anormalmente glicosilada obtenida de los sobrenadantes de cultivos 
celulares tratados con Aβ, pierde su capacidad de formar estructuras 
diméricas, comprometiendo su actividad biológica, ya que es la reelina 
dimérica la que interacciona con el receptor y desencadena la señal 
intracelular, como se ha discutido en el Capítulo 4. En este trabajo, también 
hemos demostrado que la reelina extraída del cerebro de personas con la 
EA forma abundantes oligómeros de elevado peso molecular en lugar de 
dímeros. Nuevamente es necesario señalar que el proceso de glicosilación 
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determina en gran medida el plegamiento de las glicoproteínas, 
permitiéndoles adoptar su estructura ternaria y/o cuaternaria óptima para su 
actividad biológica. En este contexto, se ha observado que las 
modificaciones de la glicosilación observadas sobre ciertas proteínas 
favorecen una agregación de tipo amiloide (Iannuzzi y col, 2013) y, también, 
que la pérdida de plegamiento de diversas proteínas puede inducir su propia 
agregación (Invernizzi y col, 2012; Ferreira y col, 2006). De hecho, la reelina 
forma agregados cerebrales, un fenómeno que se asocia al envejecimiento 
(Knuesel y col, 2009; Madhusudan y col, 2009); pero que se ha postulado 
podrían también contribuir al progreso de la amiloidosis característica de la 
EA (Doehner y col, 2010; Krstic y col, 2013). Así, se ha descrito tanto en 
cerebro de roedores, como de primates adultos y humanos, que los 
agregados de reelina colocalizan con depósitos oligómericos de Aβ (Knuesel 
y col, 2009, Notter y Knuesel, 2013). Por lo tanto, planteamos que la 
presencia de una reelina con una glicosilación anómala y con mayor 
tendencia a formar oligómeros, podría inducir la formación de agregados en 
tejido cerebral, quizás también conteniendo oligómeros de Aβ, que 
favorecería la formación de placas amiloides. Por tanto, creemos que 
resultaría interesante analizar qué tipo de reelina se encuentra en las placas 
seniles de cerebros de EA. 
Nuestro grupo también ha investigado la interacción proteína-proteína entre 
la reelina soluble y el Aβ, ya que co-inmunoprecipitan en extractos de 
corteza humana (datos no incluidos en esta memoria y que forman parte de 
un artículo en preparación). La agregación amiloidogénica altera 
propiedades fisicoquímicas de las proteínas con las que interactúa y esto 
afecta a sus actividades biológicas (Olzscha y col, 2011). De este modo, la 
presencia de Aβ podría modificar la función de la reelina ya sea por una 
interacción directa con ella o bien modificando la vía de su glicosilación. Por 
lo que no podemos descartar que la interacción directa de la reelina con Aβ 
comprometa la funcionalidad de ésta glicoproteína. Estos efectos, no 
excluyentes uno del otro, contribuirían a la falta de actividad biológica de la 
reelina en el cerebro de individuos con la EA.  
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A nivel funcional, resultó interesante observar que in vitro la reelina 
expresada en presencia de Aβ muestra una menor afinidad de unión por su 
receptor ApoER2 (Cuchillo-Ibáñez y col, 2013). Queda por demostrar si la 
reelina presente en cerebros con la EA presenta de manera semejante una 
afinidad disminuida por ApoER2. Estos ensayos están en actual realización 
por nuestro grupo. 
Una forma alternativa de examinar el grado de interacción entre la reelina y 
su receptor es analizar los productos de proteólisis de su receptor. Como 
hemos comentado en el Capítulo 4, en condiciones biológicas normales, 
después de que la interacción con la reelina se haya concretado, ocurre la 
proteólisis del ApoER2 por la acción secuencial de la α- y la γ-secretasa 
(Hoe y Rebeck, 2005; May y col, 2002). Nosotros hemos sido capaces de 
detectar fragmentos solubles de ApoER2 en LCR humano (Anexo), los 
cuales se generarían tras el corte de la α-secretasa (Koch y col, 2002). Los 
niveles de este fragmento soluble aparecen disminuidos en el LCR de 
pacientes con la EA, en comparación con pacientes controles. Este hecho es 
concordante con nuestra hipótesis, ya que la reelina en el cerebro de 
personas con la EA no sería capaz de unirse eficientemente a ApoER2, y 
este hecho afectaría al procesamiento del receptor, provocando una 
disminución de los niveles de este fragmento soluble. Y lo que es más 
importante, estos datos corroboran que la vía de señalización de reelina no 
funciona de manera adecuada en el cerebro de sujetos con Alzheimer. 
Una disminución de la afinidad de la reelina por su receptor afectaría a la 
cascada de señalización intracelular activada por la reelina, y como 
consecuencia, alteraría los procesos celulares que son regulados por esta 
glicoproteína. En este contexto, el tratamiento de cultivos primarios 
neuronales con la reelina obtenida en presencia de Aβ fue esclarecedor 
(Cuchillo-Ibáñez y col, 2013). La reelina obtenida en presencia de Aβ no 
interacciona apropiadamente con su receptor y falla en activar a la proteína 
adaptadora Dab1 lo que determina que la quinasa GSK-3β permanezca en 
un estado activo y favorece la fosforilación de la proteína tau. Estas 
observaciones nos permiten plantear que aunque los niveles de reelina sean 
altos en cerebros con la EA su funcionalidad está comprometida y resulta 
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ineficaz en modular los procesos celulares en los que participa, viéndose 
favorecida la formación ovillos neurofibrilares (Beffert y col, 2002; 
Kocherhans y col, 2010), que como vimos en el Capítulo 1, es un proceso 
implicado en el desarrollo de la EA y otras enfermedades 
neurodegenerativas (Ávila, 2000). 
Debido a que el péptido Aβ es el factor que promueve la presencia de 
glicoformas de reelina con una función biológica alterada, y a su vez, estas 
formas anormales inducen los niveles anormalmente altos de la proteína tau 
fosforilada; la reelina aparece como una proteína que relaciona directamente 
ambos efectores tóxicos del Alzheimer: el péptido Aβ y la proteína tau en un 
estado hiperfosforilado.  
Nuestros datos indican que los niveles de reelina estan incrementados en 
extractos cerebrales de sujetos con la EA, pero ello no significa una mayor 
activación de su cascada. Así, la mayor parte de la reelina presente en el 
cerebro patológico no muestra una funcionalidad adecuada, medida como 
efectividad en la unión a su receptor y la formación de dímeros, y en efecto 
los niveles de la reelina biológicamente activa serían bajos. Además, es 
probable que la oligomerización de glicoformas de reelina alteradas 
“secuestre” parte de la reelina activa, bloqueando su función. 
No obstante, sin entrar en la caracterización de la glicosilación de reelina, 
sigue siendo controvertido cuáles son realmente los niveles totales de la 
reelina en el cerebro de personas con la EA e incluso en modelos murinos 
de sobrexpresión amiloide. Mientras nuestros datos y de otros grupos 
apuntan al aumento de reelina en el cerebro de pacientes con la EA (Sáez-
Valero y col, 2003; Botella-López y col, 2006; 2010 Kramer y col, 2011; 
Santa María y col, 2010), otros grupos de investigación reportan una 
depleción (Chin y col, 2007; Hoe y col, 2009; Herring y col, 2012). No existe 
una razón clara para explicar estas divergencias; pero creemos que diversos 
aspectos metodológicos, sumados a las condiciones de extracción de la 
reelina particularmente en cerebro de sujetos con Alzheimer, contribuyen a 
estas divergencias. De este modo, es posible que una importante fracción de 
la reelina no se extraiga adecuadamente debido a su interacción con los 
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depósitos amiloides, lo que la hace difícilmente extraíble. Además, es 
importante destacar la baja estabilidad de la reelina, ya que se degrada 
fácilmente con las variaciones de temperatura, como ocurre con los cambios 
de temperatura durante el análisis por electroforesis y Western blot, así 
como con ciclos de congelación y descongelación, o un almacenamiento 
prolongado a -20ºC (Botella-López y col, 2006). También hemos observado 
una alta variabilidad tanto a nivel de la proteína como de su transcripto en 
tejido de sujetos con Alzheimer. Todo ello nos lleva a considerar que sólo el 
análisis de colecciones largas de muestras, junto a un adecuado manejo 
experimental de las mismas, ayudará a resolver si la reelina está aumentada 
o disminuida en el cerebro de personas con la EA. 
La reelina mantiene una influencia recíproca con la producción del péptido 
Aβ. Esta relación surge de estudios en los que se ha detectado que la 
interacción entre la reelina y el APP, mediante Dab1 (Hoareau y col, 2008), 
regula el tráfico y el procesamiento del APP (Minami y col, 2011). En este 
sentido, no sería imprudente presumir que una reelina incapaz de activar su 
vía de señalización, podría determinar también alteraciones en el balance 
del procesamiento amiloidogénico/no amiloidogénico del APP. Resultaría 
interesante comprobar si la presencia de glicoformas de la reelina 
anormalmente glicosilada podría aumentar la producción de péptidos Aβ. 
Esto contribuiría a la alteración de la glicosilación y dimerización de reelina 
por el exceso de Aβ, generando un bucle pernicioso que conduciría 
finalmente a la depleción de la actividad sináptica y a la muerte neuronal 
observada en la EA.  
Asociado a la interacción que ocurre entre la reelina y su receptor, no 
podemos dejar de ahondar en el subsecuente procesamiento del ApoER2. 
Tras la interacción con reelina, ApoER2 sufre un primer corte por enzimas 
con actividad α-secretasa, que conlleva la liberación de un fragmento soluble 
del receptor; el procesamiento continúa en su región de transmembrana 
mediante la γ-secretasa. Este corte libera un fragmento intracelular (ICD) del 
ApoER2, de manera semejante a lo observado con diversas proteínas de 
transmembrana como el APP y Notch (comentado en los Capítulos 2 y 5). 
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En Balmaceda y col, 2013, decidimos analizar el procesamiento del ApoER2 
por γ-secretasa y la posible actividad transcripcional de su ICD. Nuestro 
estudio demuestra que el ApoER2-ICD se localiza en el núcleo celular, co-
inmunoprecipita con la región promotora del gen de la reelina y regula 
negativamente su expresión. El bloqueo del procesamiento del receptor in 
vitro con un inhibidor de γ-secretasa, induce un aumento de la expresión de 
la reelina, de igual manera a lo que se observa in vivo en la corteza de 
ratones knock-out de PS1. 
Estos resultados demuestran una auto-regulación de los niveles de reelina 
que dependen de su interacción con el receptor, y por lo tanto de su acción 
biológica. Estos datos resultan ser compatibles con nuestra hipótesis que 
plantea que en el cerebro de sujetos con la EA, la reelina interactúa de 
manera ineficiente con su receptor (Cuchillo Ibáñez y col, 2013). Por lo que 
una unión ineficiente entre la reelina y el ApoER2 determinaría también una 
menor generación no sólo del fragmento soluble extracelular detectado en el 
LCR (Anexo), sino también de su ICD. Como consecuencia, una escasa 
generación del ApoER2-ICD favorecería aumentos en la expresión de la 
reelina, como detectamos en el cerebro de sujetos con la EA. El por qué y el 
cómo se genera una reelina anormalmente glicosilada en una condición 
amiloide es lo que queda por averiguar, aunque nuestros resultados 
sugieren que estas alteraciones son promovidas directamente por el Aβ. En 
relación con la EA, el papel que tendría la PS1 en el procesamiento de 
ApoER2 y la sucesiva regulación de la reelina, necesitan estudiarse con más 
profundidad. Hay que recordar, como discutimos en el Capítulo 2, que las 
mutaciones detectadas sobre la PS1 que dan origen a las variantes 
familiares de la EA, favorecen la producción de Aβ42 altamente tóxico (St 
George-Hyslop, 2000).  
Resulta complicado determinar los niveles del fragmento ICD del ApoER2 en 
tejido cerebral tanto de humano como de ratón. Esto probablemente sea 
debido a sus bajos niveles y su inestabilidad. Algo semejante a lo que ocurre 
con el ICD del APP, de los que no existen datos claros acerca de si su 
generación está aumentada en la EA. De hecho, nuestro grupo tampoco ha 
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sido capaz de determinar la presencia del ApoER2-ICD en extractos de 
cerebro humano, aunque presumimos que están disminuidos en el cerebro 
de sujetos con Alzheimer. En cuanto a la similitud existente entre el APP y el 
ApoER2, hay que recordar que el APP es objeto de procesamiento 
alternativo por combinación α/γ-secretasa, en la vía de procesamiento no 
amiloidogénico, o bien por la combinación β/γ-secretasa, en la vía 
amiloidogénica; mientras que para el ApoER2 sólo conocemos el 
procesamiento α/γ-secretasa. Otra diferencia entre ambas proteínas es que 
mientras el procesamiento de ApoER2 es activado por unión de su ligando 
reelina, se desconoce cómo se activa el procesamiento del APP (Thinakaran 
y Koo, 2008; Haass y col, 2012). Además de que la baja afinidad de la 
reelina por el ApoER2 en el cerebro de sujetos con EA determinaría un 
menor procesamiento del receptor, resulta difícil intuir como un 
malfuncionamiento de la actividad γ-secretasa, en el contexto del Alzheimer, 
pueda repercutir en el procesamiento del ApoER2 y si promovería mayor o 
menor procesamiento del mismo. 
Además de la regulación de la reelina modulada por el procesamiento de su 
receptor, existen otros mecanismos moleculares implicados en su 
regulación. En varios desordenes psiquiátricos como la esquizofrenia, el 
desorden bipolar y el autismo, se ha observado un fallo en la regulación 
epigénica de la reelina. Este tipo de regulación implica modificaciones sobre 
la molécula de ADN o bien sobre sus proteínas asociadas (Levenson y 
Sweatt, 2005). En estas patologías, se ha observado una disminución de la 
actividad del promotor de la reelina, provocada por una hipermetilación en 
los islotes CpG, asociándose esta represión con niveles disminuidos de su 
proteína (Abdolmaleky y col, 2004, Grayson y col, 2005; Guidotti y col, 
2007). Estudios recientes han demostrado que el Aβ es capaz ejercer 
regulación epigénica a través de la metilación del DNA, la modulación de la 
unión de histonas y otros mecanismos (Lithner y col, 2013; Hodgson y col, 
2013). En este campo, queda por analizar si el péptido Aβ sería capaz de 
inducir modificaciones sobre la región promotora de la reelina. 
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Otros aspectos novedosos y relevantes que se pueden deducir de nuestro 
trabajo (Balmaceda y col, 2013) están relacionados con la regulación 
autocrina de la señal de la reelina, un mecanismo regulatorio casi 
inexplorado para la reelina, por considerarse casi exclusivamente su efecto 
paracrino distal. Nuestros datos indican la conveniencia de examinar la 
regulación de reelina en neuronas receptoras de su señal, algo que no había 
recibido mayor atención hasta la fecha. 
En resumen, sostenemos que los resultados recogidos en esta Tesis 
contribuyen a esclarecer que en cerebros de personas con la EA existe un 
déficit en la señalización inducida por la reelina, a pesar de su 
sobreexpresión. Este defecto en la función de la reelina parece estar 
promovido por el Aβ, y conduce a una hiperfosforilación de la proteína tau. 
En este sentido, otros ligandos alternativos de ApoER2 pueden participar 
también en esta falta de balance adecuado de la vía de señalización de 
reelina. Así, se sabe que precisamente la isoforma ApoE4, que representa el 
mayor factor de riesgo genético de padecer EA (ver Capítulo 2), es la 
variante de ApoE que presenta mayor afinidad de unión por el ApoER2 
(D’Arcangelo y col, 1999); por lo que representaría un mayor competidor 
para la reelina en su interacción por el receptor. También, en relación con las 
proteínas que resultan ser relevantes en el desarrollo del Alzheimer, hemos 
descubierto que la PS1 interviene directamente en la regulación de la reelina 
mediante el procesamiento del ApoER2. 
El mayor conocimiento de todas estas interacciones, y de las alteraciones de 
las mismas en la condición patológica, podría contribuir a una mejor 
comprensión de los mecanismos que cooperan en el progreso de la EA. Las 
rutas celulares y moleculares donde interviene la reelina aparecen 
directamente asociadas con las proteínas implicadas en las lesiones 
características de la EA, por lo que una ampliación de los conocimientos de 
esta glicoproteína y su regulación podría contribuir positivamente en el 
desarrollo de terapias que ayuden a paliar el deterioro que se produce 
durante el progreso de la EA. 
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7.  CONCLUSIONES 
 
Las conclusiones generales que se recogen en esta Tesis se resumen en 
los siguientes puntos: 
• La reelina que se expresa en presencia del péptido amiloide Aβ 
muestra una glicosilación alterada, de manera semejante a aquella 
caracterizada en la reelina extraída de cerebro de personas con la 
EA. Esta glicoforma alterada se presenta en agregados oligoméricos 
en lugar de dímeros, que son las formas funcionales de reelina.  
• La reelina expresada en presencia del péptido Aβ muestra una menor 
afinidad de unión por el ApoER2 en ensayos in vitro, lo que 
comprometería la activación de la cascada de señalización reelina. 
• Las glicoformas de la reelina expresadas en presencia del péptido Aβ 
fallan en activar la fosforilación de la proteína adaptadora intracelular 
Dab1 y, en consecuencia, en inactivar la quinasa GSK-3β, lo que 
conduce a un aumento de la fosforilación de la proteína tau.  
• La presencia de una reelina alterada aumenta los niveles de 14-3-3, 
una proteína que favorece la activación de la quinasa GSK-3β y, por 
lo tanto, también favorece el incremento en la fosforilación de tau.  
• La unión de la reelina al ApoER2 induce el procesamiento del 
receptor y la generación de un fragmento soluble extracelular, 
caracterizado en ensayos in vitro. 
• En LCR post mortem de personas con la EA, los fragmentos 
proteolíticos solubles del ApoER2 se encuentran disminuidos respecto 
a los niveles determinados en sujetos sin demencia. 
• En corteza de ratones knock-out de PS1 donde la actividad γ-
secretasa  esta disminuida, la expresión de la reelina aumenta. 
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• En el modelo de línea neuronal SH-SY5Y, confirmamos el papel de la 
actividad γ-secretasa en el procesamiento del receptor ApoER2; y 
conseguimos modular los niveles proteicos de reelina por 
sobreexpresión del receptor o inhibición de su procesamiento. 
• El fragmento intracelular de ApoER2 generado por el procesamiento 
de la γ-secretasa se transloca al núcleo celular, donde interacciona 
directamente con la región promotora del gen de la reelina y modula 
negativamente su actividad transcripcional. 
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8.  APÉNDICE   
Migración neuronal: El papel de la reelina 
La formación en capas o estratos de la corteza cerebral durante el desarrollo 
embrionario ocurre mediante migraciones celulares que estan reguladas por la reelina. 
Estos movimientos de migración celular permite la formación de estructuras laminadas, 
tales como la neocorteza, el hipocampo y el cerebelo. La formación de laminaciones, son 
indispensables para crear redes neuronales funcionales. Durante el desarrollo embrionario 
cerebral la reelina es sintetizada por células Cajal-Retzius que están contenidas en las 
capas superficiales (zona marginal) de la corteza cerebral, porcélulas granulares de la 
capa granular externa del cerebelo y células granilares del estrato lacunosum molecular 
del hipocampo (Alcantara y col, 1998; Schiffmann y col, 1997; D´Arcangelo y col, 1995; 
Ogawa y col, 1995). 
Desarrollo de la corteza 
La mejor función caracterizada de la reelina a nivel embrionario es el control que 
ejerce sobre la migración radial de neuronas. Este tipo de movimiento radial ocurre mediado 
por células de la denominada glía radial, y conduce a la formación de capas (placas) 
celulares que serán funcional y morfológicamente diferentes. En la neocorteza las neuronas 
nacen en la zona ventricular por división asimétrica comenzado a migrar hacia la superficie 
pial, formando la primer placa, llamada pre-placa (Figura 10.A). Estas neuronas jóvenes, 
migran de forma radial hacia la superficie pial dividiendo a la pre-placa en dos (Figura 10.B) 
.Así, la capa más profunda forma la llamada sub-placa y se diferencia de una capa más 
superficial, llamada zona marginal, que contiene células Cajal-Retzius productoras de 
reelina, además de otras células que formarán las futuras capas. Desde la zona marginal las 
células Cajal-Retzius ejecutaran funciones cruciales para una corticogénesis normal, que 
involucra la síntesis y secreción de la reelina. A continuación, cada nuevo grupo de nuevas 
células, migrarán sobrepasando las capas antiguas através de la zona marginal (Figura 10 
C-D-E) y formarán las típicas 6 capas celulares de la corteza de mamíferos en un modelo 
“dentro-fuera” (Figura 10 F) (Angevine y Sidman, 1961). 
La reelina ejerce diferentes efectos en la formación de la capa cortical:  
• Favorece la división de la pre-placa mediante la repulsión que surge en las neuronas 
de la sub-placa. 
• Actúa como quimioatractora de neuronas: la reelina es sintetizada en el sitio que será 
el destino final de las neuronas que estén migrando, y esto favorece la migración de 
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cuerpos neuronales desde las zonas mas profundas de la corteza en formación 
(Gilmore y Herrup, 2000).  
Asimismo, la reelina detiene la migración neuronal en la zona marginal luego de que se une 
a sus receptores (VLDLR y ApoER2) presentes en la membrana de las neuronas que están 
migrando. Éstos receptores se expresan de manera selectiva en las neuronas migratorias 
(aunque también han sido indenticados en la glía radial; ver Luque y col, 2003). La unión de 
reelina ya sea a uno u otro receptor, puede ejercer diferentes efectos en la migración, que 
influyen en la formación de las capas corticales. Se ha observado que los ratones 
deficientes de VLDLR la falta de dicho receptor interrumpe la migración de neuronas 
jóvenes; mientras que en ratones deficientes en ApoER2 la migración de neuronas tardías 
resulta mas afectada. Esto sugiere que los efectos de la reelina pueden ser diferentes según 
el receptor que traduzca su señal (Hack y col, 2002). La unión de la reelina a sus 
receptores, desata una cascada de señalización en la célula migratoria que induce su 
diferenciación y distribución en las diferentes capas (Dulabon y col, 2000).  
           
Figura 10: La organización de la neocorteza: Durante el desarrollo embrionario, la migración radial  forma 
la capa neocortical. La migración radial de las neuronas ocurre a lo largo de la glía radial (barras 
verticales). La migración ocurre desde las zonas germinales (zonas profundas) hacia las zonas corticales 
mas superficiales. La zona ventricular (ZV) es la zona germinativa y esta compuesta por los progenitores 
multipotentes de células neuronales.A)En embriones de ratón de 11 días (E11), las neuronas post-
mitóticas que migran desde la ZV hacia la superficie de la pía madre forman la preplaca (PP), que contiene 
células Cajal Retzius reelina-positivas, entre otras.B) En embriones de 13 días (E13), una segunda tanda 
de células neuronales migran a través de la zona intermedia (ZI) y divide a la preplaca en la placa de la 
zona marginal (ZM), donde quedan las células Cajal Retzius, y la subplaca (SP). Entre estas dos placas, 
se genera la placa cortical (PC).C-D-E) En embriones de 14-18 días, las neuronas se expanden en la placa 
cortical en un modelo “dentro-fuera” en donde cada neurona pasa desde las capas más profundas y se 
ubica por debajo de la zona marginal para generar el modelo dentro-fuera. F) Al alcanzar la fase adulta, la 
subplaca degenera y forma la 6º capa de la neocorteza. Las capas neocorticales, serán funcional y 
morfológicamente diferentes. 1 a 6 representan las 6 placas corticales. Figura adaptada de Gupta y col, 
2002. 
 
Apéndice  
- 105 - 
 
La disrupción en la producción de reelina en estadios claves del desarrollo embrionario, o la 
alteración de su cascada de señalización, tiene como consecuencia efectos morfológicos 
devastadores que llevan a una profunda disrupción cognitiva postnatal (Trommsdorff y col, 
1999; Howel y col, 1997a). Estos efectos pone en evidencia el importante papel de la reelina 
en la formación de la corteza cerebral. 
 
El ratón reeler 
En 1948, en el Instituto de Genética Animal de Edimburgo, se encontró un grupo de 
ratones que presentaban una alteración severa en los movimientos motores. Éstos ratones 
portaban una mutación autosómica recesiva surgida de manera espontánea, conocida como 
la mutación reeler (Falconer, 1951). Las evidencias fenotípicas de los ratones reeler 
consisten en déficit motores severos caracterizados por una marcha descoordinada e 
inestable, temblores severos, ataxia y muerte temprana por lo general alrededor de la época 
del destete (Sheldon y col, 1997; Ware y col, 1997). Histológicamente, los ratones reeler 
muestran severas perturbaciones en la distribución de las capas corticales, en la laminación 
del hipocampo y un cerebelo con escasa o totalmente carente laminación (Hamburgh, 1963) 
(Figura 11 B). En los ratones reeler, las neuronas se generan en las zonas germinativas de 
igual forma que el ratón con genotipo salvaje. Sin embargo, estas neuronas presentan un 
posicionamiento celular desordenado en las estructuras laminadas del cerebro: corteza, 
hipocampo y cerebelo. En la corteza del ratón reeler, las neuronas que migran no son 
capaces de dividir la preplaca y generan una estructura llamada superplaca, que muestra 
una distribución dentro-fuera interrumpida en la que las neuronas están apiladas y se 
encuentran en una disposición invertida respecto a las 6 capas celulares de la corteza con 
genotipo salvaje(Figura 11 A) (Caviness y Sidman, 1973; Lambert de Rouvroit y Goffinet 
1998). 
Hasta finales del siglo pasado no se identificó a la reelina como la proteína defectiva en el 
ratón reeler (D'Arcangelo y col, 1995; Hirotsune y col, 1995; Ogawa y col 1995). Es 
interesante señalar que tanto los ratones deficientes en ambos receptores de reelina, así 
como en el adaptador intracelular Dab1 presentan también un fenotipo similar a reeler 
(Sheldon y col, 1997; Howell y col, 1997a; Trommsdorff y col, 1999). En conjunto, este tipo 
de mutaciones pone en evidencia de que la reelina y los elementos de su ruta de 
señalización son cruciales durante el desarrollo de las estructuras corticales del cerebro. 
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Figura 11 A)  Representación de la citoarquitectura del ratón reeler. En ratones con mutaciones 
reeler, y tipo reeler, la cantidad de neuronas es normal, y existe una formación normal de la preplaca 
(PP). Sin embargo, la preplaca no se divide y forma una estructura llamada superplaca (SPP). Como 
consecuencia de ésta distribución anómala, no se producen la zona marginal ni la sub-placa La placa 
cortical (CP) se forma por debajo de la superplaca quedando con un orden invertido respecto a la 
placa cortical de ratones con genotipo salvaje. Esto indica que las neuronas tardías son incapaces de 
migrar a través de sus precursores, se apilan y alteran la distribución neuronal dentro-fuera. B) 
Secciones de corteza somatosensorial de ratones de 14 días post-natal con genotipo salvaje (A) y 
reeler (B).La tinción de interneuronas muestra la laminación alterada que se presenta en el ratón tipo 
reeler (escala 300 µm).PP pre-placa, ZV zona ventricular, ZI zona intermedia, PC placa cortical,SP 
super placa1 a  6 representan las 6 placas corticales. Figura adaptada de Gupta y col, 2002, y Pla y 
col, 2006. 
 
Deficiencia de la reelina  en humanos: Lisencefalia con hipoplasia cerebelar 
La lisencefalia es un desorden que ocurre en el proceso de migración neuronal 
durante la gestación. Está caracterizada por la escasa o total ausencia de las 
circunvoluciones del cerebro que producen una superficie cerebral lisa (Barkovich y col, 
2005). Las estructuras cerebrales laminadas presentan una citoarquitectura anómala, 
dando como resultado la formación de una corteza muy gruesa (10-20 mm en relación a 
los 4 mm normales). Se han reconocido diferentes tipos de lisencefalia, entre ellas se 
encuentra la lisencefalia con hipoplasia cerebelar (LCH), que presenta además un escaso 
desarrollo del cerebelo. Se han reportado 6 subtipos diferentes de LCH, con una clínica 
heterogénea (Ross y col, 2001). En términos generales, las características fenotípicas de 
la LCH muestran un engrosamiento de la materia gris cortical, hipoplasia del cerebelo,  
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marcadamente reducido en volumen y con una laminación alterada, así como 
unamarcada desorganización del hipocampo (Hong y col, 2000) Los niños afectados 
presentan conectividad neuromuscular anormal y linfoedema, además de retraso mental, 
hipotonía, ataxia severa y ataques de apoplejía. Los estudios genéticos de niños 
afectados con la LCH han revelado la presencia de mutaciones autosómicas recesivas en 
el gen de la reelina, resultando un déficit en la funcionalidad de esta proteína (Zaki y col, 
2007; Chang y col, 2007). 
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